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RESUMO

Neste trabalho, foram sintetizados pontos quanticos de carbono (CQDs), sua
fluorescéncia foi aplicacéo para deteccéo de hipoclorito de sédio (NaClO) empregando
0 método de analise por imagem digital (DIA). Foram estudadas condi¢des de sintese,
como composicao, procedimento, temperatura e tempo para obtencédo de CQDs com
bom sinal fluorescentes. Estes foram sintetizados partir da composi¢éo de acido citrico
(AC) e etilenodiamina (ETA) na razdo de molar de 1:1, com glicerol como solvente,
pelo procedimento em duas etapas e a temperatura e tempo 6timos de 180° e 90
minutos, respectivamente. A deteccdo de NaClO foi pela inibicdo da fluorescéncia dos
CQDs, medida pelo modelo de cores primarias RBG como sinal analitico para a
construcéo da curva de calibracdo. As imagens foram obtidas por uma smartphone e
os valores de Vermelho (R), Verde (G) e Azul (B) foram obtidos pelo programa image
J e empregado regressao linear para obtencdo das equacdes da reta. A curva de
calibracéo foi construida com uma solucéo de CQDs na condigao 6tima de 6,0 mg L*
em pH 4 com KH2PO4 0,02 mol L! e faixa dinamica de NaClO de 51 a 242 nmol L.
A curva analitica com maior sensibilidade foi o calculo vetorial com uma equacéao de
Vetor R, 6, B) = 214 (+ 20,6) *[NaClO] + 5,2 (+ 3,3) com um R? = 0,991, limite de
deteccdo e quantificacdo de 13 e 43 nmol L, respectivamente. O coeficiente de
variacdo para as medidas de branco foram de 3,58%, 1,23%, 0,49% e 0,35% para o
R, G, B e Vetor(r, g, ), respectivamente. Tais resultados mostrardo que houve poucos

erros experimentais e pouco ruido do sinal analitico.

Palavra-chave: Pontos quanticos de carbono, fluorescéncia, imagens digitais,

hipoclorito de sédio.



ABSTRACT

On reserch, carbon quantum dots (CQDs) were synthesized, their
fluorescence was applied to the detection of sodium hypochlorite using the digital
image analysis method (DIA). Synthesis conditions were studied, such as composition,
procedure, temperature and time to obtain CQDs with good fluorescent signal. These
were synthesized from the composition of citric acid and ethylenediamine on the molar
ratio of 1. 1, with glycerol as the solvent, by the two step procedure and the optimum
temperature and time of 180 °C and 90 minutes, respectively. The detection of NaCIO
was by the inhibition of the fluorescence of the CQDs, as measured by the RBG
primary color model as an analytical signal for the construction of the calibration curve.
The images were obtained by a smartphone and the values of Red (R), Green (G) and
Blue (B) were obtained by the image J software and used linear regression to obtain
the equations of the line. The calibration curve was constructed with a solution of CQDs
in the optimal condition of 6.0 mg L at pH 4 with 0.02 mol L't KH2PO4 and dynamic
NACIO range of 51 to 242 nmol L1. The most sensitive analytical curve was the vector
calculation with an equation Vector (r, G, 8) = 214 (£ 20.6) * [NaCIO] + 5.2 (x 3.3) with a
R? = 0.991, limit of detection and quantification of 13 nmol L? and 43 nmol L7,
respectively. The coefficient of variation for the white measurements was 3.58%,
1.23%, 0.49% and 0.35% for the R, G, B and vector (R, G, B), respectively. These

results show that there were few experimental errors and little analytical signal noise.

Keywords: Carbon quantum dots, fluorescence, Digital image, sodium

hypochlorite.
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CQDs

DIA
DiB

CCD

HOMO

LUMO

AC
ETA
RGB

PLA
CO-Uv

CG 11
CG21

CG 10:1

CE11

CE 2:1

CE 10:1

GCE 1:1-P2-
180-90

Pontos quanticos de carbono (do inglés, Carbon Quantum
Dots).
Analise por Imagem Digital (do inglés, Digital Image Analysis).

Baseado em imagem digital (DIB, do inglés Digital Image
Based).
Dispositivo de carga acoplada (do ingés, Charge Coupled

Device).

Orbital molecular ocupado de maior energia (do inglés highetst
occupied molecular orbital).

Orbital molecular desocupado de menor energia (do inglés
lowest unoccupied molecular orbital).

Acido Citrico

Etilenodiama

Vermelho, verde e azul (do inglés, Red, Green e Blue)

Poliacido latico (do inglés polyactic acid)
Compartimento Optico Ultravioleta

Sintese com precursores de acido citrico e glicerol na razéo
molar de 1:1, pelo procedimento P1 a 180° durante 90 minutos.
Sintese com precursores de acido citrico e glicerol na razéo
molar de 2:1, pelo procedimento P1 a 180° durante 90 minutos.
Sintese com precursores de acido citrico e glicerol na razéo
molar de 10:1, pelo procedimento P1 a 180° durante 90
minutos.

Sintese com precursores de acido citrico e etilenodiamina na

razdo molar de 1:1, pelo procedimento P1 a 180° durante 90
minutos.

Sintese com precursores de acido citrico e etilenodiamina na
razado molar de 2:1, pelo procedimento P1 a 180° durante 90
minutos.

Sintese com precursores de acido citrico e etilenodiamina na
razdo molar de 10:1, pelo procedimento P1 a 180° durante 90
minutos.

CQDs sintetizado com os precursores de acido citrico e
etilenodiama na raz&ol:1, com glicerol como solvente, pelo

procedimento P2 a 180°C durante 90 minutos.
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Capitulo 1 - Introducéao

O desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis é de grande interesse
para o campo da pesquisa, controle de qualidade na industria, ambiental e outros, pois
permite determinar com precisdo pequenas variacdes dos analitos de interesse. Os
métodos fluorescentes sdo vantajosos nesse sentido, pois sdo capazes de detectar
pequenas concentracdes dos analitos, contudo, geralmente os reagentes para estes
métodos S840 onerosos, por isso, tem-se pesquisado materiais de baixo custo com

propriedades fluorescentes (TAN e colaboradores, 2011).

Nesse contexto, a descoberta dos pontos quéantico de carbono (CQDs, do
inglés Carbon Quantum Dots) tém recebido muita atencéo, pois sdo abundantes as
matérias primas para a sintese desses materiais e 0s métodos de sintese sao simples
e de baixo custo. Em particular, os CQDs possuem diversos procedimentos de sintese
e entre as suas varias propriedades interessantes, uma de grande interesse para a

quimica verde € a sua baixa toxidade (LAl e colaboradores, 2012).

O método de analise por imagens digitais (DIA, do inglés Digital Image
Analysis), ou baseado em imagem digital (DIB, do inglés Digital Image Based),
emprega 0 uso de dispositivos eletrbnicos para captura de imagens digitais para
realizar a deteccdo de analitos de interesses obtidos de reagfes colorimétricas ou de
fenbmenos luminescentes, logo a principal vantagem desse método € a utilizacdo de
detectores de baixo custo. Nestes eletrdnicos, os dispositivos de carga acoplada
(CCD, do inglés Charge-Coupled Device) sdo muito empregados, por serem
sensiveis, compactos, e por serem produzidos em larga escala, apresentam seu custo
de fabricacéo baixo (THEUWISSEN, 2008). Enquanto que, a técnica de spot test faz
utilizacao de pequenos volumes para a deteccdo dos analitos (volumes menores que
1 mL), portanto a utilizagdo em conjunto do método DIA com a técnica de spot test
garante o desenvolvimento de métodos econémicos e que geram poucos residuos
(PESSOA e colaboradores, 2017).

O desenvolvimento de métodos analiticos que empregam os CQD em quimica
analitica teve aumento significativo nessa ultima década, como reflexo da ampla
aplicabilidade que o CQD possui para deteccao de analitos. Porém, poucas foram as
técnicas desenvolvidas que empregam o uso de DIA, spot test e CQDs

conjuntamente, as quais permitiriam criar um método analitico sustentavel, que néo



agride o meio ambiente, pelo uso de poucos reagentes, dispositivos portateis e de
baixo consumo de energia e que utilizam reagentes ndo téxicos (NAMDARI e

colaboradores, 2017).

Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

Fundamentos da espectroscopia

A espectroscopia é a ciéncia que estuda a interagcdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria. Muitas sdo as interacdes da radiacdo eletromagnética
com as espécies quimicas, muitas dessas interacdes envolvem transicdes eletronicas
de niveis de energia especificos. Pois, a radiacao eletromagnética possui, a0 mesmo

tempo, propriedades ondulatérias e corpuscular (HARRIS, 2016).

Os fenbmenos da o6tica fisica como a refracdo, reflexdo, interferéncia,
difracdo, polarizacdo e dispersdo sdo explicados satisfatoriamente, considerando
apenas a propriedade ondulatéria da radiacdo eletromagnética. Enquanto que, 0s
tipos de interacOes de absorcéo e emissdo sao explicados pela natureza corpuscular
da radiacdo eletromagnética (VINADE; VINADE, 2005). Nesse tipo de interag&o
considera-se que a radiacdo eletromagnética € composta de pacotes discretos de
energia que sao chamados de fétons. Pode-se relacionar as propriedades
ondulatérias com as corpusculares, por meio, da relagdo da energia do féton com a

frequéncia ou o comprimento de onda pela Equac&o 1 (VINADE; VINADE, 2005).

Equacdo 1 E=hv= %

Onde E é a energia em Joule (J), v é a frequéncia em Hertz (Hzous?), hé a
constante de Planck (6,63 1034 J s), ¢ é a velocidade de propagacéo da luz no vacuo
(aproximadamente 3,0 x 108 m s?1) e A o comprimento de onda (m). Os fétons
interagem com a matéria de forma discreta, ou seja, a matéria nao interage com
qgualquer energia, pois para que ocorram transi¢cdes em diferentes estados energéticos
€ preciso uma quantidade exata de energia. O espectro da radiacdo eletromagnética
pode ser dividido em zonas nas quais a energia dos fotons atuam em diferentes niveis

da matéria, como mostrado na Figura 1.



Figura 1. Espectro eletromagnético representando o processo molecular que ocorre
quando a radiagdo em cada regido é absorvida. O espectro do visivel abrange a faixa

de comprimento de onda de 380 e 780 nm (1 nm = 10°m).
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Fonte: HARRIS, 2016.

O intervalo entre os comprimentos de onda 400 a 800 nm corresponde a
espectro de luz visivel e o intervalo entre 200 a 400 nm corresponde ao espectro na
regido do ultravioleta préximo. As energias correspondentes a essas regiées sdo em
torno de 299 a 599 KJ mol, para a regido do ultravioleta, e de 150 KJ mol* a 299 KJ
mol* para a regido do visivel. Nas moléculas fé6tons com estas energias podem, por
exemplo, estar envolvidos nas transi¢cdes de elétrons do orbital molecular ocupado de
maior energia (HOMO, do inglés highetst occupied molecular orbital) para o orbital
molecular desocupado de menor energia (LUMO, do inglés lowest unoccupied
molecular orbital), Figura 2 (a). Onde Eo corresponde ao HOMO, E1 0 LUMO e AE é
a energia necessaria para que ocorra a transicdo entre os niveis eletrénicos, a qual
esta relacionada com o comprimento de onda da radiacdo eletromagnética absorvida
através da Equacdo 1 (VINADE; VINADE, 2005). Dentro de cada nivel eletronico,
subniveis de menor energia sdo encontrados, estes sdo 0s niveis de energia

associados a estados vibracionais (Vo, V1, V2, Vn...). Estes niveis estdo relacionados
3



a fato de ligacdes quimica sofrerem processos de estiramento da ligagéo,
compressdo, deformagdo angular, entre outras possibilidades, atuando assim,
similarmente como um oscilador harménico. Vale salientar também que dentro de
cada nivel vibracional, niveis de energia ainda mais baixos, do tipo rotacional (Ro, Ru,
R2, Rs, Rn) também estdo presentes, correlacionados com diferentes modos de
rotacdo das moléculas. Assim, durante uma transicdo eletrbnica, transicfes
vibracionais e rotacionais também ocorrem, pois o elétron passa um a ocupar numa
molécula um diferente nivel eletrénico, vibracional e rotacional (HARRIS, 2016;
INGLE; CROUCH, 1988).

As transicdes eletrbnicas para moléculas sdo mais bem descritas pela teoria
do orbital molecular (OM). Para muitas moléculas poliatbmicas é possivel considerar
transicdes envolvendo OM ligantes tipo sigma (o) e pi (1), OM antiligantes o e 1 (0*
e 1) e OM ndo ligantes (n), Figura 2 (b). As transi¢bes que ocorrem de um orbital
ligante para um antiligante (N — V) s&o fortemente permitidas. Enquanto que, a
promocgao do elétron de um orbital ndo ligante para um orbital antiligante séo (N — Q),
geralmente, menos favorecidas que as transicdes N — V. A ordem de energia entre
estas transicfes sdo apresentadas na Figura 2. Algumas das caracteristicas dessas
transicOes eletrbnicas sdo mostradas na Tabela 1.

Figura 2. Representacao dos niveis eletrénicos (E), vibracionais (V) e rotacionais (R)

de uma molécula (a); transi¢cdes eletrbnicas entre orbitais o, T e n.

g
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Fonte: Préprio autor.



Tabela 1. Caracteristicas das transicdes eletrdnicas entre os orbitais o, n e T.
Absortividade molecular (g).

. . Designacao e (L mol?
Transicao . A (nm) Exemplos
Mulliken cm?)
o— o* N—->V < 200 - Hidrocarbonetos saturados
Alquenos, alquinos,
m— TT* N—-V 200 - 500 =~10* .
aromaticos.
H20, CH30OH, CH3Cl,
n—o* N—Q 160-260  107%-103
CHsNH:2

Carbonilas carboxiladas,
n—m* N—-Q 250 - 600 101 - 102 _ )
nitradas, nitrosadas

As espécies quimicas que sdo excitadas por esses fotons liberam a energia
absorvida para retornarem para o estado eletrénico de menor energia, pois sdo mais
estaveis nesse Ultimo estado. A liberagdo dessa energia ocorre por dois processos:
desativacdo nao-radioativa e radioativa, como mostrado na Figura 3. A desativacéo
nao-radiante, converte o excesso de energia eletrbnica para energia translacional,
rotacional, ou vibracional, convertendo essa energia em energia térmica ou cinética
sem emissao de fétons. Em contra partida, o processo de dissipac¢ao radiante envolve
emissao de fotons (INGLE; CROUCH, 1988).

Quando o atomo retorna a exatamente ao mesmo nivel de energia antes da
excitagdo, chama-se de emisséo ressonante, sendo o comprimento de onda emitido
similar ao absorvido, 0 que ocorre pouco na pratica, pois processos de desativacdo
ndo-radioativo sdo comuns, no sistema condensado. Nos sistemas moleculares
condensados (liquidos e solidos) ocorrem colisbes moleculares com frequéncia entre
moléculas do solvente ou do soluto, provocando o decaimento da energia absorvida
em enérgica cinética translacional e vibracional, de modo que o elétron retorna ao
nivel de menor energia sem emitir radiacdo, chama-se esse tipo de transicdo nao
radiante de conversao interna. Assim, a molécula perde energia ocupando niveis
vibracionais menores, e ao atingir o menor nivel vibracional dentro de um estado
eletrbnico excitado, ela pode emitir fotons de menor energia (maior comprimento de

onda), causando uma transicdo eletrénica de conversdo externa, gerando a
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fluorescéncia. (INGLE; CROUCH, 1988; VINADE; VINADE, 2005), Figura 3. Se
ocorresse antes da transicdo externa, uma alteragdo do spin eletronico, para um
estado ainda menor de energia, estado tripleto, ocorreria uma transicao inter-sistema,
que caracteriza uma fosforescéncia, cuja duracédo do fendmeno pode durar segundos,
ao passo que na fluorescéncia dura em média ms a ps, apos o estimulo de excitacao.
Contudo, essa transicao inter-sistema € de baixa probabilidade de ocorréncia, sendo

rara a quantidade de moléculas que a fazem (INGLE; CROUCH, 1988).

Figura 3. Processo desativacao para uma molécula excitada.
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Fonte: Préprio autor.

Em moléculas organicas as transi¢des entre o estado fundamental e o estado
excitado podem envolver transi¢cdes 1-1* ou transi¢gdes n-1*. A maior fluorescéncia
usualmente envolve transicdes 1T-11*, pois a probabilidade de ocorréncia € alta devido
a alta absortividade, alta taxa de absorcéo e baixo tempo de vida da fluorescéncia.
Enquanto que, para as transi¢cdes n-mm* a probabilidade de transi¢ao fluorescente é

baixa, porque sdo poucas as sobreposicdes entre os orbitais n e TT*.

A taxa de emisséo de fotons fluorescentes de uma espécie fluorofora depende
de alguns fatores, como o niumero de elétrons no estado fundamental (nso), a taxa de
absorcdo (Ka), ao rendimento quéantico (®r) e o volume de amostra irradiada (V),
conforme a Equacdo 2. Além disso, a intensidade florescente é diretamente
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proporcional a intensidade da fonte de excitacdo (F = K Po), seja, quanto maior a
intensidade da fonte de excitagcdo maior sera o sinal fluorescente e consequentemente
a sensibilidade analitica que utiliza essa intensidade como sinal (INGLE; CROUCH,
1988).

Equagéo 2 Gp, = ng KyppV

O fendbmeno da fluorescéncia do ponto de vista analitico, permite deteccéo de
baixas concentracdes dos analitos, pois, diferente do método de absorcao, em que o
detector estd medindo a atenuacéo da radiacdo da fonte, no método da fluorescéncia,
o detector apenas realiza as medidas da radiacdo das espécies que emitem a um
angulo de 90°. Como resultado, para moléculas que possuem bons rendimentos
guanticos as variacdes de sinais sdo muito mais acentuadas e, consequentemente,
alcanca-se baixas contracdes dos analitos, com limites de deteccédo tdo baixos quanto
pM (1,0 x 10 12 mol LY) (INGLE; CROUCH, 1988).

Analise de imagens digitais

A método DIA consiste na utilizacdo de camera digitais para registrar imagens
digitais de reacdes colorimétricas. Essas imagens digitais sdo arquivados na forma de
bits que armazenam informac¢8es no modelo de cores primérias (RGB, do inglés Red,
Blue and Green), que fornece uma grande combinacéo de cores (255%) (MEDEIROS
DE MORAIS; DE LIMA, 2014).

A cor é um fendmeno relacionado a absorcao de radiacdo na regido do visivel
e a reflexdo das radiagbes n&o absorvidas, conforme ilustrado na Figura 4 (a).
Quando um comprimento de onda é absorvido por um grupo cromoforo, sdo as
radiacbes ndo absorvida que determinaram a cor observada do objeto. As cores
observaveis podem ser mais bem classificadas como cores complementares, essa
corresponde as cores ndo absorvidas pelas moléculas croméforas (VINADE; VINADE,
2005). Existe uma correlacao entre a cor absorvida e a cor observada, Figura 4 (b).
No caso da cereja acida (Prunus cerasus L) as antocianinas tipo cianidina 3-glicosideo
existentes absorvem na regido do visivel com comprimento de onda entre 470 nm a

550 nm. Essa faixa corresponde a comprimentos de onda da cor verde (BLANDO e
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colaboradores, 2004). Portanto, a cor verde serda majoritariamente absorvida e sera
observada a cor vermelha, refletida. A absor¢do da cor verde possui correlagéo com

a concentracao da espécie cromofora.

Figura 4. llustracdo do fenbmeno de absorcdo e reflexdo da radiacdo visivel pela
cereja acida (Prunus ceraseus L) (a) e cor complementar a regido de absorcdo de

suas moléculas croméforas (b).

Fonte de Radiacéo Visivel Aparece vermelho
(@) (b)
~ s
N
Radiacéo
Incidery//
Radiacéo
Refletida
ﬁ
-_—
—_—

Absorcéo do verde

Fonte: Proprio autor.

A cor gerada pela fluorescéncia também pode ser registrada no modelo RBG,
sobretudo, se a radiacdo de excitacdo da espécie fluoréfora for na regido do

ultravioleta. Logo, apenas a radiacdo proveniente da espécie fluorescente sera
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observada, Figura 5. Dessa forma, para DIA essa caracteristica é extremamente
interessante, pois procura-se eliminar interferéncias de reflexdo e sombra durante o
registo da imagem. Essas reflexdes podem levar a interpretacdes errobneas dos
resultados e afetar a precisdo das analises realizadas (FRANCO e colaboradores,
2017).

Figura 5. llustracéo do processo de fluorescéncia.
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Fonte: Préprio autor.

Pontos quanticos de carbono
Os pontos quanticos (QD, do inglés Quantum Dots) séo tradicionalmente

compostos por materiais semicondutores que geram fluorescéncia, geralmente
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produzidos de metais pesados, tais como CdSe, LaGaAs, CdTe, InAs (HARDMAN,
2006). Desta forma, a utilizacdo desses materiais para analises quimicas de rotina
pode gerar problemas ambientais e a saude, se descartados de maneira inadequada.
Nesse contento, nanoparticulas a base de materiais de carbono descoberta na dltima
década tem se mostrado uma boa alternativa a esses materiais (TAN e colaboradores,
2011).

Os CQDs foram descobertos em 2004, durante uma separacao de
eletroforese de nanotubos de carbono de paredes simples derivados de fuligem da
descarga de arco elétrico (XU e colaboradores, 2004). Estes materiais chamaram a
atencdo por apresentarem fluorescéncia com fotons de diferentes energias sob o
estimulo de radiacdo UV em 365 nm, um tamanho de particula de 1,00 + 0,03 nm e
possuir grupos funcionais carboxilas em sua estrutura, conforme mostrado na Figura
7

. Com essas caracteristicas, estas nanoparticulas estdo sendo aplicadas para
diversos estudos e aplicacdes quimicas (NAMDARI e colab., 2017) e biotecnoldgicas
(NAMDARI e colab., 2017).

Figura 6. Fotografia de diferentes emissdes fluorescentes com CQDs assistida por
radiacdo UV em 365 nm.

Fonte: XU e colaboradores, 2004.

Desde a sua descoberta, varias foram as rotas de sintese desenvolvida para
a fabricacdo dessas nanoestruturas, de maneira geral os métodos de sintese séo
classificados em dois grupos: método “Top-Down”, o qual consiste no “corte” de

precursores de carbono maiores para producao dos CQDs, como varas de grafite, po
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de grafite, fibra de carbono (ZHU e colaboradores, 2015). Porém, a maior dificuldade
de utilizar este método consiste nas complicadas condi¢cdes de sintese, processos
demasiadamente energéticos, matérias primas nao facilmente disponiveis e/ou
instrumentos de pouca acessibilidade (ZHU e colaboradores., 2015). O método
“Bottom-Up” consiste na utilizacdo de moléculas pequenas como precursores de
carbono para sintese dos CQDs, como por exemplo, o &cido citrico, &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), carboidratos, glicerol, etc. Além disso, as
técnicas utilizadas para a sintese sdo muitas, como abraséo a laser, descarga de arco,
oxidacgdo eletroquimica, carbonizagdo, combustdo, uso de radiagdo microondas, etc
(LI e colaboradores, 2012). Assim, o método Bottom-Up permite a utilizacdo de
materiais e equipamentos de baixo custo e as nhanoestruturas geradas Ssao

guimicamente mais homogéneas (MACHADO e colaboradores, 2015).

Os CQDs possuem estrutura esférica com grupos funcionais quimicamente
ligados, e sao divididos em nanoparticulas de carbono sem estrutura cristalina e com
estrutura cristalina (NIE e colaboradores, 2014), Figura 7. A estrutura depende do
método de sintese, enquanto que os grupos funcionais na superficie depende dos
precursores de carbono, pois por exemplo, pode haver grupo amina se o precursor
possuir grupo amina em sua estrutura, ou grupo carboxila, se 0 precursor possuir

grupo carboxilico (YAN e colaboradores, 2018).

Figura 7. Representacdo do CQDs preparados a partir de precursores com grupos

funcionais amina (a) e grupos carboxilicos (b).
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Fonte: Préprio autor
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Com as pesquisas desenvolvidos sobre os CQDs hoje sabe-se sobre algumas
de suas propriedades Opticas, tais como absorcdo de radiagdo na regido do
ultravioleta ZHU e colaboradores (2013), fotoluminescéncia (TAN e colaboradores,
2016; WANG e colaboradores, 2017), conversao fotoluminescente superior e inferior
(AKIZUKI e colaboradores, 2015), transferéncia de elétrons fotoinduzida (WANG e
colaboradores, 2009). Além disso, os CDQs possuem baixa toxicidade,
biocompatibilidade, estabilidade quimica, portanto sdo nanomaterais com um grande
potencial de aplicacdo em varios tipos de sistemas quimicos (HARDMAN, 2006; TAN,

Aaron e colaboradores, 2011).

Os CQDs por possuirem terminagfes com grupos funcionais em sua estrutura
gue permitem modificacdes quimicas de interesse podem ser realizadas para estudos
como inibicdo ou aumento da fluorescéncia, como sondas quimicas (WANG e
colaboradores, 2017). Explorando estas potencialidades, os CQDs séo utilizados na
literatura como carreamento de farmacos (TAN, Aaron e colaboradores, 2011),
quantificacdo de metais (ZHU e colaboradores, 2013), quantificacdo de peptideos,
para diagnostico de células cancerigenas (YAN e colaboradores., 2018), entre outras

aplicacoes.

OS CQDs podem ser uma excelente alternativa para os pontos quanticos
inorganicos, semicondutores tradicionais, que também apresentam fluorescéncia,
uma vez que estes semicondutores, quando utilizados em analises de rotina podem
gerar problema ambientais e a saude, se descartados de maneira inadequada, e cujos

tratamento de residuos ndo sao triviais (TAN e colaboradores, 2011).

Capitulo 3 Objetivo
Sintetizar pontos quanticos de carbono (CQDs) e aplicar sua fluorescéncia
para deteccao de hipoclorito empregando anélises de imagem digitais e a técnica de

spot test.

Objetivos especificos
Realizar a sintese dos CQDs utilizando com precursor principal acido citrico e

estudar a utilizacdo de um precursor secundario;
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Avaliar o procedimento, temperatura e tempo para a melhor rota de sintese;
Analisar o sinal fluorescente para os CQDs sintetizados;
Realizar a separacédo dos CQDs sintetizados;

Verificar o comportamento da fluorescéncia dos CQDs dispersos em

diferentes solventes.

Construir uma curva de calibracdo para o hipoclorito de sédio e calcular o

limite de deteccéo e limite de quantificacao.
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Capitulo 4 — Procedimento experimental

Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e utilizados sem
purificacdo. Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura (18,2 MQ cm a
25° C) obtida de um sistema ELGA (PURELAB UHQ Il). Foram utilizados acido citrico
(AC) (99,5%), etilenodiamina (ETA) (99%) e glicerol (99,5%) como precursores para
a sintese dos CQDs comprados da NUCLEAR (Brasil). Foram utilizados acido bérico
(99,5%), acetato de amonio (99,5%), fosfato de potassio monobasico (98%) para
avaliar o sinal fluorescente em diferentes solugdes, todos adquiridos da NEON
(Brasil). Foi utilizado hidréxido de sédio (98% e potassio (98%) comprados da
NUCLEAR (Brasil) para preparar as solugbes com diferentes pH. Foi utilizado uma
solucéo padrao de hipoclorito de sddio da marca NEON com um teor de 10% a 12%.
Foi realizada uma titulacdo pelo método da ASTM D 2022 (1995) para estimar o real
teor, e foi encontrado o valor de 10,62% de hipoclorito de sédio neste padrédo. Foi
diluido o padréo de hipoclorito de sédio para uma concentragdo de 712 nmol L (1
nmol Lt = 10° mol L), esta solucéo foi utilizada como solucéo padrdo estoque. Foram
utilizados metanol da Dinamica (Brasil) como fase movel e papel filtro e silica gel 60
Vetec (Brasil) com tamanho de particulas em uma faixa de 0,063 a 0,200 mm como
fases estacionarias para a separa¢ao em coluna dos CQDs sintetizados.

Instrumentos

Uma balanca analitica CELTAC (FA2104N) foi utilizada para realizar as
medidas de massa para o estudo das sinteses. Um termdmetro digital portatil
INSTRUTHERM (TE - 400) foi utilizado para a medicdo da temperatura durante a
sintese dos CQDs. Foi utilizado uma chapa aquecedora LAB 1000 (MS-H280-Pro),
para elevar a temperatura do sistema utilizado para realizar a sintese. Um pHmetro
de bancada PHS-3D (Shangai San-Xin Instrumentations) com eletrodo de vidro
combinado com referéncia interna de Ag/AgCl K38-1465 (KASVI) foi utilizado para

preparas as solu¢cdes com diferentes pH.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas sobre uma placa de toque com
25 cavidades de cor preta com a capacidade de 280 uL cada, a qual foi impressa com
poliacido latico (PLA, do inglés polylactic acid) em uma impressora 3D do tipo RepRep
Plusa i3 utilizando o software Cad 3D OpenSCAD Figura 8. Para a transferéncia dos
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volumes exatos de reagente e/o amostras par as cavidades foram duas micropipetas
autométicas LABMATE+ Pro de 100-1000 pL e de 20-200 pL (Alemanaha).

As medidas DIA-Fluorescentes foram realizadas em um compartimento optico
com iluminacgéao interna UV fabricado em laboratério (CO-Uv), que consiste de uma
caixa fechada de papel reciclado de dimensbes 21,5 x 10,0 x 16,5 cm (comprimento,
largura e altura), com uma iluminacao interna realizada por quatro diodos emissores
de luz (LED, do inglés Light Emission Diode) no comprimento de onda de 365 nm,
poténcia de 10 W (9 unidades internas de aproximadamente 1,1 W cada), com angulo
de feixe del20 a 140 graus, alimentado por uma fonte de 10 A. Para o controle da
corrente foi utilizado um driver que fornece 10 W de poténcia, numa tensao nominal

de 12 V de entrada e saida com tenséo de 9 a 12 V, Figura 8.

Figura 8. Representacao grafica do compartimento 6ptico com excitacao Ultravioleta
(CO-Uv) com a placa de toque confeccionada em impressora 3D, utilizados para as

medidas de fluorescéncia.

Detector/ Smartphone

Placa de toque com 25 cavidades

LEDs Uv

As imagens digitais da fluorescéncia foram captadas por um Smartphone
Samsung (Galaxy J2 Prime), e exportadas para a computador, no qual os valores de

RGB eram obtidos utilizando o plug-in ReadPlate do programa livre Image J.
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Posteriormente, os valores de RGB foram tratados em planilha digital EXCEL® e os

graficos plotados no programa ORIGINPro 2017.

Sintese dos CQDs

Empregou-se o método Bottom-Up por carbonizacao utilizando como principal
percussor o acido citrico para sintese dos CQDs. Foram estudas diferentes misturas
com precursores secundarios com fontes de carbono, nitrogénio e oxigénio, pois um
dos fatores que pode aumentar o rendimento quantico € o aumento de heteroadtomos
doadores de elétrons na estrutura (MACHADO e colaboradores, 2015). Foram
realizadas sinteses nas seguintes razdes molares: 1:1, 2:1, 10:1, massa/massa (m/m),
de acido citrico e do precursor secundario (etilenodiamia e glicerol), respectivamente.

Estas sinteses foram conduzidas a 180° C durante 30 minutos.

O procedimento de sintese consistiu na adicdo dos precursores em um
sistema constituido de um Béquer usando uma rolha como tampa, a qual continha a
haste de um termdmetro e uma valvula para permitir a saida dos gases gerados (Hz0,
CO2 e CO). Esse sistema foi aquecido por chapa aquecedora, conforme Figura 9.
Além disso, foram estudados dois procedimentos de sintese, um no qual os
precursores eram adicionados todos juntos (P1), e outro no qual o precursor
secundario era adicionado apos ter-se realizado a condensacdo do AC por algum
tempo (P2).
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Figura 9. Procedimentos e materiais utilizados para a sintese dos CQDs. No (P1)
todos os precursores séo adicionados juntos e seguem para o aguecimento. No (P2)
€ adicionado o precursor primario e levado ao aguecimento (etapa I) depois € retirado
e resfriado a temperatura ambiente, e adicionado o precursor secundario (etapa Il).

Por fim ele é posto no aquecimento novamente (etapa Ill).

Procedimento 1 Termémetro Procedimento 2

Precursor 1
[ l_
Precursor 1
‘ l— Precursor 2

@ Saida de gas — |

Béquer

Precursor 2

Chapa aquecedora

Foi investigado o tempo de sintese, tal como: 3, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120
minutos a uma temperatura de 180°C. Assim como, as temperaturas de sintese:
100°C, 120°C, 140°C, 160°C, 180°C e 200° C, durante 30 minutos.

As melhores condicbes de sintese foram avaliadas através do sinal
fluorescente, portanto, foram preparadas solucbes das diferentes condi¢cdes de
sintese em agua na concentracéo de 14 mg L1, para realizar as medidas fluorescentes
em triplicata. As mediadas foram realizadas no CO-Uv, e o sinal de fluorescéncia

avaliado em nos valores de cor do RGB das imagens coletadas pelo detector.

Estudos cromatograficos
Para avaliar quantos diferentes tipos de espécies fluorescentes foram
formados, realizou-se cromatografia de papel. Utilizaram-se tiras de papel com

dimensdes de 8,5 x 2,5 cm (altura e largura, respectivamente).

Para a separacdo e coleta dessas substancias realizou-se uma cromatografia

de coluna com silica. Uma coluna preparativa de 2,5 mm de didmetro foi utilizada com
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uma massa de 7,00 g de silica gel 60 com tamanho de particulas em uma faixa de
0,063 a 0,200 mm, além disso, foi utilizada como fase mével metanol. Foram medidas
a vazdo do eluente e o volume de retencdo das espécies fluorescentes pelas

equacdes abaixo.

A
Equacéo 3 Vg = A—‘:
Equagéo 4 Ve = t,. x Vg

Onde AV é a variagdo do volume (mL), At a variacdo de tempo (min), Ve a
vazdo do eluente (mL mint), Vr 0 volume de retencdo (mL) e tr 0 tempo de retengéo

(min).

Estudo do pH sobre a fluorescéncia dos CQDs

Foi avaliada a influéncia do solvente e do pH na fluorescéncia dos CQDs. Para
isso, utilizou-se solugdes de acido bérico (HsBOs, 0,1 mol L, pH = 5), fosfato de
potassio monobasico (KH2PO4, 0,1 mol L, pH = 5) e acetato de aménio (NH402C2Hs,
0,1 mol L%, pH =5).

As solucdes de CQDs e de solvente foram realizadas na placa de toque em
triplicata e as imagens capturadas no CO-Uv, essas imagens foram tratadas em
computador, extraido os valores de cores primarias de cada spot test, conforme
descrito na seccao anterior. Apds a selecdo do melhor solvente, realizou-se o estudo

de sinal fluorescente em funcéo do pH do meio reacional.

Aplicacdo dos CQDs
Foi realizada uma curva de calibracdo com hipoclorito de sédio (NaClO) para
demonstrar a aplicabilidade desse CQDs. Os valores de RGB das imagens foram

tratados pelas equacdes descritas abaixo:

Equacéo 5 |AR| = |R — Ro|
Equacio 6 |AG| = |G — GO
Equagéo 7 |AB| = |B — Bo|
Equac&o 8 Vetor (R,G,B) = /(AB)2 + (AG)? + (AB)?
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Onde R, G e B, correspondem aos valores de vermelho, verde e azul das
amostras, e Ro, Go e Bo correspondem aos valores do branco. Além disso, foram

calculados os limites de detecc¢éo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), conforme célculo

abaixo:
Equacéo 9 LD =328
m
Equacéo 10 LQ = 10;103

Onde os representa o desvio padrédo das medidas de branco e m representa

o coeficiente angular da reta da curva de calibragao.

Capitulo 5 — Resultados e Discusséo

Sintese dos CQD - Composicao de sintese

Na Tabela 2 sdo apresentadas razdes molares entre 0 precursor primario
(acido citrico) e secundarios (glicerol ou etilenodiamina) numa configuracédo de sintese
dos CQDs. Cada razéao é utilizada em cada condi¢édo de sintese dos CQDs, portanto
seis diferentes condi¢cdes foram estudadas. Para isso, o procedimento P1 a 180° C

durante 30 minutos foi empregado.

Tabela 2. Composices de precursor secundario estudado nas sinteses. Sob as

condi¢des do procedimento P1, al80°C durante 30 minutos.

Fonte de Carbono

Razao molar

Secundéria
Glicerol 1:1
Glicerol 2:1
Glicerol 10:1
Etilenodiamina 1:1
Etilenodiamina 2:1
Etilenodiamina 10:1

Primeiramente observou-se 0 uso de glicerol como percursor na sintese. Na
razdo 1:1 (acido citrico: glicerol) verificou-se que o produto da carbonizacao era liquido

a temperatura ambiente e houve uma pequena formacao dos CQDs, visto que havia
19



pouca fluorescéncia, nas condigcbes de sintese a 180° C por 30 minutos. Este
resultado pode ser atribuido a alta estabilidade do glicerol a essa temperatura, pois 0
seu ponto de ebulicdo € em torno de 280°C, ou devido a formacgao de um éster estavel
a temperatura de 180°C (HALPERN e colaboradores, 2014). Além disso, segundo LAl
e colaboradores (2012) os CQDs séao sintetizados a partir do glicerol quando utilizada
a temperatura de 230°C e atmosfera de ar pressurizado, portanto, a temperatura de
180°C, o glicerol ndo forma os CQDs, pois ndo sofre carbonizacdo. Similar resultado
foi observado também para as razdes molares 2:1 e 10:1. Contudo, a presenca do
glicerol na sintese foi mantida, pois permitia pds a carbonizacao, a solubilizacdo do
sélido sintetizado, o qual ndo era possivel retird-lo facilmente. Sendo assim, o
procedimento descrito na Figura 10 foi modificado, pela adi¢cao de glicerol para ambos
procedimentos P1 e P2. Para isso, empregou-se uma quantidade de glicerol
aproximadamente 10 vezes maior que a dos percursores da rea¢ao. As composicoes
estudas para sintese dos CQDs utilizando o glicerol como solvente e etilenodiamina
(ETA) como percursor secundario e acido citrico como percursor primario formaram
produtos liquidos de facil solubilizacdo, e com boa intensidade de emissao

fluorescente, Figura 10.

Figura 10. Fotografias dos produtos (a) e de suas respectivas emissdes fluorescentes
das dispersdes a 14,4 mg L (b) das sinteses utilizando o procedimento P1, a 180° C
durante 30 minutos. GC 1 = acido citrico, sem etilenodiamina com glicerol como
solvente, GCE 1:1 = acido citrico e etilenodiamina na razdo 1:1, com glicerol como
solvente. GCE 2:1 = &cido citrico e etilenodiamina na razdo 2:1 e GCE 10:1 = &cido

citrico e etilenodiamina na razdo 10:1, ambas com glicerol como solvente.
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cloly

GCE 10:1
GCE 2:1

GCE 1:1

Foi calculado o rendimento massico (m/m) apds a carbonizacdo para estimar
as perdas que ocorram durante as sinteses, e medidas do sinal fluorescente, para
verificar a maior emissao fluorescente possivel, Figura 11. Conforme, os valores de
rendimento de 90,2%, 94,8%, 94,2%, 95,5% (m/m) para as sinteses de GC 1, GCE
1:1, GCE 2:1 e GCE 10:1, respectivamente, entende-se que as perdas sao
primeiramente devido a condensacdo dos precursores, e posteriormente, pela
formacao de diéxido de carbono (COz) e mondéxido de carbono (CO). Contudo, é de
interesse que a estrutura possua a maior quantidade de heteroatomos doadores de
elétrons possivel, tal como atomos de oxigénio, nitrogénio, carbonos SP2, SP3, os

guais levam a um maior rendimento quantico (MACHADO e colaboradores, 2015).

Figura 11. Rendimento massico das sinteses utilizando glicerol como solvente pelo
procedimento P1 a 180° C durante 30 minutos e medidas de fluorescéncia nos canais
de cor vermelho, verde e azul realizadas no CO-Uv, com as dispersdes a 14,4 mg L
de cada uma das sinteses, realizadas em triplicata. GC 1 = acido citrico 1:1, sem
etilenodiamina com glicerol como solvente, GCE 1:1 = acido citrico e etilenodiamina
na razao 1:1, com glicerol como solvente. GCE 2:1 = 4cido citrico e etilenodiamina na
razdo 2:1 e GCE 10:1 = &cido citrico e etilenodiamina na razdo 10:1, ambas com

glicerol como solvente.
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Os rendimentos massicos observados para as sinteses GCE e de AC indicam
gue houve uma menor perda por carbonizagéo para os GCE. Pois, com ETA ocorre a
reacao de substituicdo nucleofilica entre os grupos aminas e acidos carboxilicos do
AC, enquanto que a sintese GC 1 apenas a esterificacdo e polimerizacdo (HALPERN
e colab., 2014). Esses resultados estdo de acordo com o mecanismo dos CQDs a
partir de AC e ETA propostos por SONG e colaboradores (2015), Figura 13. A
proporcao com maior quantidade de ETA gerou maior emissao fluorescente GCE 1:1.
A maior concentracdo de ETA na sintese GCE 1:1 é favoravel a fluorescéncia,
possivelmente pela maior fixacdo de grupos nitrogenados doadores de elétrons nos
CQDs. Assim, essa melhor condicdo de sintese foi novamente avaliada nos
procedimentos 1 e 2 apresentados na Figura 9 para fins de comparacdo. Os
resultados destes experimentos sdo apresentados na Figura 12 na forma de

rendimento massico e intensidade de fluorescéncia.

Figura 12. Rendimento dos CQDs preparados nos procedimentos P1 e P2, com a
composi¢do de GCE 1:1 a 180°C durante 30 minutos. GCE 1:1 = acido citrico e

etilenodiamina na razéo 1:1, com glicerol como solvente.
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Conforme a Figura 12, o P1 obteve um rendimento de 91,0%, enquanto que,
P2 o rendimento foi de 87,5%. Como a adicdo de ETA foi feita apds 10 min durante
P2 na temperatura de 180° C, apds cessar a liberacdo notavel de vapor de agua, o
que diminui o rendimento massico. Nessas condi¢Bes ocorre a esterificacdo do AC
com glicerol formando um éster liberando agua, e consequentemente forma-se um
polimero como estudo por HALPERN e colaboradores (2014), mostrado na Figura 14.
Como as aminas sdo mais nucleofilicas que alcoois e transformam os ésteres em
amida (VOLLHARDT, K. PETER C.; NEIL, 1994), logo quando ETA era adicionado
formavam-se amidas. Utilizando uma temperatura alta a entropia do sistema € alta,
logo torna-se favoravel para formacédo das amidas e a ciclizagdo, consequentemente
a formacdo dos CQDs, conforme por SONG e colaboradores (2015). As etapas de
carbonizagéo para formacéao dos CQDs sdo muitos complexas e ainda n&o totalmente
esclarecidas.

Quanto a fluorescéncia, existe uma diferenca pequena, porém significativa
entre o sinal fluorescente dos procedimentos testados, 197,6 £ 1,7 e 190,1 + 2,9 para
o P1 e P2, respectivamente. A maior fluorescéncia do P1 pode ser devido a presenca
da molécula fluorofora ido imidazo [1,2-a] piridina-7- &cido carboxilico, 1,2,3,5-tetra-
hidro-5-oxo- (IPCA), cuja florescéncia € erroneamente atribuida aos CQDs (SONG e
colaboradores, 2015). A menor fluorescéncia em P2 reflete a menor quantidade de
IPCA formada, pois havera poucas moléculas de AC livres para ocorre a formacao do

IPCA e as reacg0es principais séo a formacéo das amidas, a ciclizacdo do polimero e
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aformacao dos CQDs, Figura 14. Baseados apenas nha fluorescéncia devido a CQDs,
o procedimento P2 foi escolhido para os posteriores estudos.

Figura 13. Mecanismo de formacéo dos CDs (Carbon dots), IPCA e outras moléculas

a partir de AC e ETA via reacédo de substituicdo nucleofilica.
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Fonte: SONG e colaboradores, 2015.
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Figura 14. Processo de formacdo dos CQDs a partir do CA e do ETA, pelo

procedimento 2.
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Fonte: (Adaptado de HALPERN e colaboradores, 2014)

Estudo da temperatura de sintese dos CQDs

A temperatura de sintese dos CQDs foi investigada em 5 niveis (100°C, 120°C
140°C, 160°C, 180°C e 200°C) durante 30 minutos utilizando a composicao de GCE
1:1, com o P2, Figura 15. Resultados de rendimento massico e do sinal fluorescentes
estdo na Figura 16. Os rendimentos das sinteses diminuem com o aumento da

temperatura, pois com o aumento da temperatura aumenta-se a taxa da carbonizagéo
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e consequentemente a liberagdo de H20, CO e CO2. Foram preparadas dispersoes
das sinteses em dgua com a concentracdo de 14,4 mg L e a fluorescéncia foi medida
no CO-Uv.

Figura 15. Fotografia dos CQDs preparados em diferentes temperaturas, utilizando o
procedimento P2, composi¢do GCE 1:1 durante 30 minutos.

Figura 16. Rendimento das sinteses realizadas em diferentes temperaturas,
procedimento P2 com a composi¢cado de GCE 1:1 durante 30 minutos.
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O aumento da fluorescéncia observado até 140° C é devido a formacao da
molécula fluorofora IPCA que possui um alto rendimento quantico (85,84%) o qual o
mecanismo de reacdo € mostrado na Figura 13. Porém em temperaturas acima de
160° C observa-se uma diminuicdo da fluorescéncia devido conversao do IPCA em
CQDs, que possuem uma eficiéncia quantica menor (SONG e colaboradores, 2015).

A partir da temperatura de 180° C ndo ocorre uma mudancga significativa na
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fluorescéncia dos CQDs, portanto, empregou-se a temperatura de 180° C para o0s
posteriores estudos.

Estudo do tempo de sintese dos CQDs

O tempo de duracéo da sintese foi investigado em 3, 5, 10,15, 30, 60, 90 e
120 minutos, com a temperatura de 180° C na composicao de GCE 1:1, procedimento
P2, cujas fotografias dos produtos da sintese sdo apresentadas Figura 17, e 0s
resultados de rendimento massico e fluorescéncia na Figura 18. Nota-se que quanto
maior € o tempo de sintese menor foi o rendimento, de fato isso esta de acordo com
a carbonizacéo e liberacdo de CO2, CO e H20. O sinal da fluorescéncia diminui até 30
minutos de reacdo, apds esse tempo a variacdo da fluorescéncia ndo é
significativamente, exceto em 240 minutos o qual as emissdes de CO e CO: retiram
os doadores de elétrons da estrutura dos CQDS e afetam a sua fluorescéncia. A
diminuic&o da fluorescéncia esta relacionada com a formagéo e consumo da molécula
fluoréfora IPCA para forma os CQDs, conforme ja discutido anteriormente. Dessa
forma a fluorescéncia predominante dos CQDs ocorre a partir de 90 minutos de

sintese.

Portanto para todos as seguintes aplicacdes analiticas foi utilizado os CQDs
produzido com a composi¢cdo GCE 1:1, procedimento P2, durante 90 minutos por
180°, cuja codificacdo é CGE1:1-P2-180-90.

Figura 17. Fotografia dos CQDs sintetizados em diferentes tempos de sintese com
procedimento P2, composicéo de GCE1:1 a 180°C durante 30 minutos.
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Figura 18. Rendimento das sinteses obtidas em diferentes tempos, utilizado o
procedimento 2 com a composi¢ao de GCE 1:1 a uma temperatura de 180°C
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Separacao dos diferentes CQDs por cromatografia

Foi realizada uma cromatografia em papel com a intencdo de verificar a
diversidade de espécies fluorescentes sintetizadas. Preparou-se uma solucéo de 5,0
mg L usando CGE1:1-P2-180-90 e distribui-se uma fracdo da solucdo sob o ponto
de partida, com auxilio de um capilar de vidro, conforme Figura 19 (a), usando agua
como solvente no papel cromatografico para realizar a separacdo. Em seguida, o
papel foi posto sob excitacdo de radiagcdo Uv a 365 nm no CO-Uv e 4 diferentes

espécies fluorescentes foram observadas, conforme a Figura 19 (b).
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Figura 19. Fotografia das placas cromatograficas de papel antes (a) e depois (b) da

fase moével.
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Foram observadas 4 espécies fluorescentes na placa cromatogréfica de
papel, pois houve uma boa separacao das espécies, porém um pequeno alargamento
das bandas foi observado, diminuindo a resolucéo cromatografica. Isso se deve a dois
fatores distintos, afinidade dos CQDs com a fase movel e a difusdo dos mesmos, que
dependem entre outros fatores da mobilidade destas espécies. De acordo com SONG
e colaboradores (2015), o IPCA possui fotoluminescéncia azul e boa solubilidade em
solventes organicos. Dessa forma, a espécie A com fluorescéncia azul deve
corresponder a molécula fluoréfora de IPCA ainda existente na sintese GCE-P2-180-
90. As espécies B e C de fluorescéncia verde e violeta devem corresponder a
diferentes CQDs de maior polaridade que A, respectivamente, formados durante a
sintese. De fato, sdo descritos na literatura CQDs com estas mesmas caracteristicas
guando o glicerol € utilizado como solvente (LAl e colaboradores, 2012; TIAN e
colaboradores, 2017). A espécie D, de maior polaridade ou de menor mobilidade, pode
ser atribuida a um polimero com uma grande cadeia compostas por grupos

carboxilicos e amidas, sendo bastante polar.

Foi realizada uma separacdo por cromatografia em coluna (Figura 20)
preenchida com silica gel para obtencdo de diferentes fracées dos CQDs sintetizados
para realizar os testes aplicacdes analiticas. Ap0s o empacotamento da silica na

coluna preparativa com 7,0 g de silica gel, a vazao do eluente (metanol) foi 0,102 +
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0,002 mL mint, as medidas de vazdo foram realizadas 10 vezes ao longo da
separacdo cromatogréfica. A separacdo das trés primeiras espécies (espécies A, B e
C) foi realizado com sucesso, e 0s volumes de retencao para as espécies A, Be C
foram de 8,61 mL, 12,23 mL e 19,73 mL do eluato, respectivamente, os dados de
tempo de retencdo estdo na Tabela 3. Porém, a forte interacdo da espécie D com a
fase estacionaria impediu que a mesma fosse eluida em metanol, e utilizou-se agua.
As fracbes coletadas sdo apresentadas na Figura 20. Dessa forma, optou-se por
retirar a parte na qual estava confinada a espécie D e utilizar agua para solubiliza-la,

Figura 20.

Tabela 3. Resultados da cromatografia em coluna preenchida com silica, com uma

vazdo do eluente (metanol) de 0,1 mL min-.

Espécie Tempo de retencdo (minutos) Volume de
Fluorescente Inicio Fim Média retencéo (mL)
A 71,83 100,77 86,06 8,61
B 104,00 140,67 122,35 12,23
C 157,65 237,00 197,32 19,73

Figura 20. Cromatografia em coluna empacotada com silica gel e forte adsorcéo da

espécie D na silica.

Espécie D
Adsorvida na silica

” -
>
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Figura 21. Fotografia das fracbes coletadas apds cromatografia em coluna
empacotada com silica gel contendo as espécies fluorescentes separadas, todas em

metanol, exceto a espécie D em agua.

Com as quatros espécies fluorescentes separadas, mostrada na Figura 21
sua fluorescéncia é mais pronunciada que a das outras espécies, logo esta espécie

estd em maior quantidade ou possui um alto rendimento quéantico.

Estudo dos fatores que influenciam na fluorescéncia: Natureza e pH do
dispersor dos CQDs.

Foi estuda a influéncia da natureza do elemento dispersor dos CQDs
sintetizados. Utilizou-se diferentes solu¢des como uma acido borico (HsBOs, 0,1 mol
L1, pH= 5), fosfato de potassio monobasico (KH2POs4, 0,1 mol L, pH= 5), e acetato
de amonio (NHsO02C2Hs, 0,1 mol L1, pH= 5) e Agua. Os resultados da resposta
fluorescente estao dispostos na Figura 22. Os resultados demonstram que ndo houve
uma diferenca significativa para nenhum das solucfes testadas como dispersoras.
Dessa forma para o estudo da influéncia do pH selecionou-se a solucdo de KH2PO4,
pois esta possui mais de uma constante de acidez e maior numero de regides

tampades.
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Figura 22. Gréfico referente ao estudo da influéncia do solvente com a fluorescéncia.
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O estudo de pH foi realizado com a solucdo de KH2PO4 0,1 mol L entre os
valores de 2 a 12, conforme mostrado na Figura 23. Em ambiente acido o sinal
fluorescente foi atenuado, enquanto que houve um maximo de emisséo entre pH 4 e
5, para maiores valores de pH manteve-se constante o sinal fluorescente. Esse
comportamento pode ser devido aos grupos funcionais carboxilas e amina na
superficie do CQDs (ZHU e colaboradores, 2015). Para a aplicacdo analitica foi

selecionado como solvente dispersor solugédo de KH2PO40,1 mol L't em pH 4.
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Figura 23. Gréfico referente ao estudo da influéncia o pH com o sinal fluorescente.
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Aplicacéo analitica

Primeiramente, realizou-se a calibragdo do CO-Uv com uma solucdo de
quinino de concentracdo de 5,6 mg L* em H2SO4 0,1 mol L%, em todos as 25
cavidades da placa de toque, conforme mostrado na Figura 8. Os coeficientes de
variacdo para os canais vermelho, verde e azul foram 3,32%, 2,87% e 1,80%,
respectivamente. Portanto, a distribuicdo da fonte de irradiacdo Uv esta satisfatoria
para realizar medidas quantitativas, por apresentar uma boa exatiddo do método DIA.

Com os CQDs sintetizado nas condicbes CGE1:1-P2-180-90 desenvolveu-se
um método DIA para a quantificacdo de hipoclorito de sédio (NaClO) por inibicdo da
fluorescéncia. Foram preparadas uma solugéo estoque de CGE1:1-P2-180-90 com a
concentracédo de 44,8 mg L?, solucdo estoque de NaClO de 712 nmol L' e uma
solucéo de KH2POa de 0,1 mol Lt com pH 4.

Na Tabela 4. Volumes utilizados para o preparo dos brancos e dos pontos da
curva de calibracéo. Sao descritos os volumes utilizados para realizar as medidas do
branco e a construgéo da curva de calibragcédo, apresentada na Figura 24 (a). Foi
obtida uma curva de calibragéo linear na faixa de concentracdes de 51 a 242 nmol L
1 de NaClO. Com os valores de RGB extraidos de cada cavidade dos padrdes foram
construidas regressoes lineares de acordo as Equacédo 5, Equacéo 6, Equacéo 7 e
Equacao 8, sendo estas mostradas na Figura 24 (b).
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Tabela 4. Volumes utilizados para o preparo dos brancos e dos pontos da curva de

calibracao.

Volume total
Cavidades CQDs (uL) KH2POs4 (L)  NaClO (uL)  H20 (pL)

(ML)

Branco 50 50 0 150 250
1 50 50 20 130 250

2 50 50 45 105 250

3 50 50 70 80 250

4 50 50 95 55 250

5 50 50 120 30 250

Figura 24. Fotografia da placa de toque (a), onde nas duas primeiras linhas estédo as
solucbes do branco (B) para os célculos de LD e LQ. Nas duas ultimas linhas
correspondem as solugdes da curva de calibracdo (1, 2, 3, 4 e 5); Gréfico das
regressoes lineares da calibragdo para o canal do vermelho, verde e azul (b) nas

concentracdes de 5,1 x 107 a 2,42 x 108 mol L.

-
o

Vemelho
Verde 4
Azul
Vetor(R, G, B)

scéncia (u.a.)
8 8 3
1 1 1
4 > on

Resposta Fluore

(’) 50 160 15;0 200 2;0
[NaCIO] (nmol L)
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As equacg0Oes obtidas para as regressdes na Figura 24, juntamente com o
coeficiente de correlacédo (R?), desvio padréo do Branco (og), limite de deteccédo (LD)
e o limite e quantificacédo (LQ) sdo demonstradas na Tabela 5. Na medida 5 da curva
de calibracdo na Figura 24 (b) ocorreu a inibicdo completa da fluorescéncia, de forma,
que os sinais obtidos ndo correspondem ao sinal analitico mas um ruido. Portanto,
nao foi observado um comportamento linear dessa medida com as outras e optou-se

em retira-la das regressoes lineares

Tabela 5. Resultados analiticos, equacéo da reta das curvas de calibracéo, coeficiente
de correlacédo (R?), desvio padrdo do branco (n = 10) (o), limite de deteccdo (LD) e

limite de quantificacédo (LQ).

Equacéo LD LQ
R2 oB
(y =m x[NaClO] + n) (nmol LY)  (nmol L)
y =79,5 (+ 9,5) * [NaCIO] —
Vermelho 0,985 1,16 44 146
0,7 (+1,5)
y = 1444 (+ 10,9) * [NaClO]
Verde 0,986 1,83 35 127
+10,9 (+ 2,8)
y = 194,8 (+ 14,5)* [NaCIO]
Azul 0,994 1,05 18 49
+ 4,4 (+2,4)
y = 214,2 (+ 20,6) * [NaClO]
Vetor (rG,B) 0,991 0,93 13 43
+5,2 (3,3)

A sensibilidade foi maior para a cor azul e para o vetor, esses resultados sado
esperados pelo fato da emisséo dos CQDs serem da cor azul, ou seja a atenuacéo da
cor primaria azul serd maior que para as outras cores primarias. Contudo, pelo calculo
do vetor, por considerar todo os dados do sistema modelo RGB, este possui maior
sensibilidade. Porém, o risco de utilizar o calculo vetorial baseia-se na contribuicéo de

erro oriunda de algum canal fornecer resultado espurio, principalmente o vermelho.

Contundo, os coeficientes de variacdo para as medidas de branco foram de
3,58%, 1,23%, 0,49% e 0,35% para o vermelho, verde, azul, e o vetor,
respectivamente. Tais resultados mostram que houveram poucos erros experimentais

e pouco ruido do sinal analitico. Portanto, para a deteccdo de NaClO em baixas
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concentragcdes deve-se utilizar o célculo para os valores do canal do azul e calculo

vetorial, pois apresentaram maior sensibilidade e possuem boa exatidao.

Na Tabela 6 é apresentada uma revisdo sobre os métodos descritos na
literatura para a determinacdo de hipoclorito e seus parametros analiticos para

demonstracdo comparativa do método proposto.

O método DIB-spot test desenvolvido com os CQDs apresenta boa linearidade
e sensibilidade para deteccdo de NaClO, além de gerar uma quantidade menor de
residuo por analise em relacdo aos outros métodos. Este faz a utilizacdo instrumentos
simples e de baixo custo, além disso, faz a utilizacdo de nanoparticulas que néo
toxicas e biocompatibilidade (TAN e colaboradores, 2011). Ao passo que, alguns
meétodos fazem uso de reagentes cromoforos que possuem agéao promotora de cancer
por exemplo O-dianisidina (ICARDO e colab., 2001), o-Toluidina (MARCH e
colaboradores, 2002), tionina (NARAYANA e colaboradores., 2005).

Tabela 6. Parametros analiticos de algumas técnicas em pregadas na literatura para
deteccado de NaClO.

Volume/anélise

Técnica Range (ug L?) LD (ug L) (mL) Autor
Titulométrico Nao aplicavel - 70 (ASTM, 1995)
FIA - (ICARDO e
Espectrofotometria 350 - 2300 40 1.8 colaboradores, 2001)
FIA - (MARCH e
Espectrofotometria 450 - 3000 60 10,9 colaboradores., 2002)
. (NARAYANA e
Espectrofotométrica 200 - 1200 80 4,0 colaboradores, 2005)
(BALLESTA CLAVER
Quimioluminescente 2000 - 10300 400 - e colaboradores.,
2004)
_ 5 3 3 (SENTHILKUMAR,;
Eletroquimico 740-5215x10 410 ZEN, 2014)
DIB 3,8-18,0 0,9 0,25 Este trabalho
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Capitulo 6 Concluséao

Neste trabalho, avaliou-se a influéncia das condi¢cdes de sintese, como
composicao, procedimento, temperatura e tempo para obtencdo de CQDs com bom
sinal fluorescentes. Estes foram sintetizados partir da composicdo de AC e ETA na
razdo de molar de 1:1, pelo procedimento em mais de uma etapa, P2, a temperatura
Otima de 180°C e tempo 6timo de 90 minutos. Com os resultados obtidos pelas

separacoes cromatogréaficas 4 espécies fluorescente foram observadas e isoladas.

OS CQDs utilizados em conjunto com o método de DIA e a técnica de spot
test foram capazes de detectar NaClO em niveis nanomolares com baixos LD e LQ
(13 nmol L* e 43 nmol L, respectivamente), utilizando um apenas 250 pL por analise.
O método desenvolvido apresenta superioridade em termos de sensibilidade e mostra
gue a utilizacdo do CQDs em analise por DIA oferece resultados promissores, pois 0S

resultados obtidos sdo superiores a resultados descritos na literatura.

A estratégia proposta pode ser empregada para diversos fins como a
deteccao da utilizacdo de hipoclorito como adulterantes em alimentos, como poluente
oriundo de instalacfes industriais, devido a sua alta sensibilidade e aos baixos valores
de LD e LQ. Além disso, alguns outros fatores como a quantidade de residuo gerado,
0 baixo custo dos materiais de sintese e a ndo toxicidade dos CQDS faz que o método
empregue uma quimica com sustentabilidade que visa minimizar os impactos do ser

humano sob o meio ambiente.
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