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RESUMO

A presente tese de doutorado dividiu-se em trés se¢des. A secao primeira
consiste em uma breve revisdo sobre quantum dots: conceitos e aplicagdes. A
segunda sec¢ao descreve o desenvolvimento de uma metodologia analitica para
determinacédo de Cr(lll). Neste trabalho o Cr(lll) foi quantificado em
suplementos alimentares empregando quantum dots CdSe-TGA, como probe.
Na presenca do ion Cr(lll), o CdSe-TGA sofre supressao da emissdo de sua
fluorescéncia. Em condigbes experimentais otimizadas, a metodologia
apresentou uma resposta linear para Cr(lll) entre 25-325 ng L™ (R = 0,9996, n
= 6), um limite de deteccdo de 5,67 ng L' e um desvio padrdo relativo de
4,43% (n = 10). Para verificar a precisdo da metodologia desenvolvida, testes
de adigao e recuperacao para Cr(lll), foram empregados em cinco amostras de
suplementos vitaminicos e resultados entre 82 e 98% foram obtidos. A
metodologia aqui desenvolvida foi comparada com a técnica de espectrometria
de absorcao atdbmica por chama, onde nao se verificou uma diferenca
significativa em nivel de confiangca de 95%. No terceiro sec&o, descreve-se a
imobilizacdo de quantum dots. Na terceira seg¢ao, quantum dots, tipo CdTe-
AMP, com diametro 3,5 nm foram imobilizados em filmes de silica via processo
sol-gel. Para tanto, o agente sililante tetrametilortosilicato, o tensoativo Triton™
X-100, juntamente com o acido nitrico foram utilizados para o desenvolvimento
de um procedimento de imobilizagdo do QDs CdTe-AMP via processo sol-gel.
O filme produzido foi caracterizado por meio das técnicas de microscopia
eletrénica de varredura, podendo-se observar a formacao de clusters de QDs
ao longo do filme formado. Caracteristicas fisico-quimicas, como rendimento
quantico de 21,5 % e tamanho das nanoparticulas foram preservadas. Quanto
ao tempo de vida de emissédo de fluorescéncia observou-se um aumento de
cerca de 185 %, quando comparados com quantum dots em solugdo. Além
disso, os filmes fabricados apresentaram uma boa fotoestabilidade. Logo, foi
possivel demonstrar a aplicabilidade do material proposto onde espécies
reativas de oxigénio foram geradas por meio de um sistema de analise em
fluxo multicomutado. Portanto, foi possivel apresentar uma nova perspectiva
para sua aplicagao desse material em quimica analitica.

Palavras chave: Quantum dot. Fluorescéncia. Cromo(lll). CdSe-TGA. CdTe-
AMP. Imobilizagdo. Filmes. Sol-gel. Espécies reativas de oxigénio.
Multicomutacéo.



ABSTRACT

This doctoral dissertation was divided into three sections. The first section is a
brief review about quantum dots: concepts and applications. The second
section describes the development of an analytical methodology for Cr(lll)
determination. In this work, the Cr(lll) ion was quantification in vitamin
supplements by used TGA-CdSe quantum dots (QDs), as a probe. In the
presence of the Cr(lll) the TGA-CdSe QDs undergoes a quenching of the
fluorescence emission. Under optimum experimental conditions, linear
quenching was observed for Cr(lll) in the range of 25-325 ng L™ (R= 0.9996, n=
6), a limit of detection of 5.67 ng L', and relative standard deviation of 4.43%
(n=10). To check the accuracy of the methodology developed, the recovery test
for Cr(lll), it was used in five samples of vitamin supplements presented results
from 82 to 98%. The methodology here developed, was compared to the same
vitamin supplement sample using flame atomic absorption spectrometry (FAAS)
method, and no significant differences were observed at 95% confidence level.
In third section, quantum dots, type CdTe-MPA, 3.5 nm in size, were entrapped
under silica films via sol-gel process. Therefore, the silylating agent tetramethyl
orthosilicate, Triton™ X-100 surfactant together with the nitric acid were used
for the development of an immobilization procedure of the QDs CdTe-AMP by
sol-gel process. The produced film was characterized by scanning electron
microscopy techniques, wherein can be observed the formation of
agglomerates quantum dots over of the formed film. Physico-chemical
characteristics such as, quantum yield of 21.5% and size of nanoparticles were
preserved. Regarding the excited state lifetimes can be observed an increase
about of 185 %, when compared to quantum dots in solution. In addition,
manufactured films exhibit good photostability. Consequently, it was possible to
demonstrate the applicability of the material proposed, where reactive oxygen
species were generated through an analysis system multicommuted. Hence, it
was possible to report a new perspective for their application this material in
analytical chemistry.

Keywords: Quantum dot. Fluorescence. Chromium(lll). CdSe-TGA. CdTe-MPA.
Immobilization. Films. Sol-gel. Reactive oxygen species. Multicommutation.
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INTRODUCAO A QUANTUM DOTS

Figura 1. Quantum dots de CdTe-AMP (acido mercaptopropiénico).
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I.1. NANOPARTICULAS NO CONTEXTO HISTORICO

A histéria da nanociéncia iniciou-se com as civilizagbes romanas e
gregas. Embora ainda n&o possuissem discernimento sobre suas
propriedades, essas civilizagbes antigas sabiam que determinados compostos,
quando adicionados a areia (silica), visando a produgédo de vidros, podiam
fornecer diferentes cores ao vidro produzido. Um exemplo bastante
interessante é a precipitacdo de nanoparticulas de ouro para obtencdo do vidro
nas cores rubi ouro ou rubi vermelho. O copo de Licurgo, um objeto construido
pelos romanos, muda de cor dependendo da posicdo em que a radiacao passa
ou nao pelo copo. Podendo-se visualizar a cor vermelha (quando iluminado por
tras) ou verde (quando iluminado pela frente). Esse efeito otico pode ser
explicado pela presenga de pequenas propor¢cdes de nanoparticulas de ouro e
prata dispersas no vidro (LEONHARDT, 2007).

Ha evidéncias da utilizagdo de nanoparticulas nas civilizacbes citadas
anteriormente, pois como relata Walter et al. (2006), uma mistura de éxido de
chumbo(ll) (PbO) e hidroxido de calcio (Ca(OH);), juntamente com uma
pequena quantidade de agua era aplicado no cabelo das mulheres para
restaurar a cor preta dos fios (WALTER et al., 2006). Compreende-se que o
processo de colorimento dos cabelos era devido a precipitagao de cristais de
sulfeto de chumbo(ll) (PbS), que era proveniente da reagdo do PbO e da
proteina queratina, que esta presente nos fios capilares durante o tratamento
quimico do cabelo. Esses cristais de PbS com, aproximadamente, 5 nm de
tamanho tém uma aparéncia similar a nanocristais luminescentes de PbS
sintetizados recentemente (ELLINGSON et al., 2005). Na primeira metade do
século XIX, na Inglaterra, Michael Faraday reportou ndo de forma
convencional, ou seja, com utilizacdo de periddicos e revistas de divulgacéo
cientifica, mas com anotagdes de cunho pessoal a sintese de nanoparticulas
de ouro coloidais. Faraday notou que particulas sélidas estavam dispersas
numa solugdo e nomeou-as como: “gold sol”. Esse material apresenta como
caracteristica a coloragao rubi intenso. Apesar de ser conhecida sua sintese

pelos alquimistas do século XVII, pode-se afirmar que Faraday foi o primeiro a
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estudar suas propriedades e rotas de sintese. Como era de costume para
época, os membros da sociedade real (Royal Society), entre eles Michael
Faraday, proferiam grandes palestras, para um publico bem heterogéneo e
com demonstragdes experimentais, no auditério dessa academia de ciéncias.
No dia 12 junho de 1858, Faraday proferiu uma palestra com o titulo “On the
relation of Gold to Light’ (tradugao do inglés, a relacdo do ouro para luz). Nesta
palestra, a plateia observou Faraday adicionar certos sais inorgénicos a uma
suspensao coloidal de nanoparticulas de ouro de cor vermelho rubi, onde se
pode constatar a ocorréncia na mudancga de coloracdo da suspensao coloidal.
Faraday conjecturou que a variagdo no tamanho das particulas de ouro
pudesse ser a origem da mudanca de cor (FARADAY, 1857).

Durante as primeiras décadas do século XX, a industria mundial de
vidros estava num estado de constante pesquisa para obtencao de vidros com
diferentes cores, especialmente a cor rubi selénio. A maior parte da
investigacdo sobre essa coloragao foi realizada nas décadas de 30 e 40 do
referido século. Rocksby, em 1932, empregou a técnica de difragdo de raio-X
para determinar diferengcas qualitativas na estrutura do vidro dopado com
seleneto de cadmio (CdSe) e sulfeto de cadmio (CdS) (ROCKSBY, 1932). Em
1981, os fisicos soviéticos, Ekimov e Onushchenko, publicaram um trabalho
acerca da dependéncia do espectro de absorcao de vidros de silicatos dopados
com nanoparticulas de cloreto de cobre (CuCly;), onde observaram um
deslocamento do comprimento de onda no espectro de absor¢édo (EKIMOV;
ONUSHCHENKO, 1981). Os autores atribuiram esse efeito aos diferentes
tamanhos das nanoparticulas de CuCl;, contido na matriz vitrea.

Com o advento da terceira revolugédo industrial, nos ultimos cinquenta
anos, o ser humano tornou-se cada vez mais capaz de modificar o meio em
que vive, desde a escala quilométrica, com a construcdo de supermaquinas,
como foguetes e estagdes espaciais até a construgcdo de materiais na escala
nanomeétrica. Sendo que nos ultimos trinta anos, com a invengdo do
microscopio de varredura de tunelamento, o homem adquiriu a capacidade de
manipular e visualizar materiais na escala nanométrica, ou seja, materiais que

tenham a magnitude de tamanho entre 1-100 nm (1 nm = 1 x10° m). Existe um



20

grande interesse nessa escala de tamanho, pois dessa maneira materiais que
a possuam essa escala de tamanho, podem apresentam propriedades fisicas e
quimicas, que podem ser diferentes dos materiais na escala métrica. Esse
acontecimento historico permitiu explorar propriedades e fendmenos da matéria

que somente se manifestam na escala nanométrica.

Segundo Nouailhat (2006) vivemos a grande “onda nano” (em inglés
‘nano tidal wave”) o qual pode ser definida como um movimento cientifico em
areas fundamentais do conhecimento humano como a fisica, quimica, biologia,
eletrbnica e medicina que visam aplicar ferramentas e conceitos advindos da
nanociéncia e nanotecnologia, propiciando assim, o emprego de forma
benéfica desses materiais no cotidiano do ser humano moderno. Nanociéncia e
nanotecnologia vém atraindo rapidamente altos investimentos dos governos e
de grandes empresas, devido ao fato de que a manipulagdo de materiais na
escala nanométrica, pode trazer beneficios para muitas areas da vida
cotidiana, bem como causar transformagdes substanciais em areas da
economia dos paises, que fizerem uso desse tipo de conhecimento. Segundo a
Royal Society, academia de ciéncias de Londres, com a seguinte traducao
literal (Royal Society, 2004):

“N6s definimos a nanociéncia como o estudo dos fenémenos e a
manipulagdo de materiais em escalas atémica, molecular e macromolecular,
nas quais as propriedades diferem significativamente daqueles em uma maior
escala;, e nanotecnologias como o design, caracterizagdo, produgdo e
aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas para controlar forma e tamanho

em escala nanométrica.”

Dessa maneira, materiais com tamanho menor que 100 nm tém o
comportamento o6tico, assim como suas caracteristicas elétricas e magnéticas
modificadas. Esses materiais com estruturas solidas sdo geralmente
classificados de acordo com o numero de dimensdes espaciais livres de efeitos
quanticos. A dimensionalidade se refere ao numero de graus de liberdade,
quando se refere ao movimento das particulas. Portanto, dependendo do

numero de dimensdes espaciais livres, a seguinte classificagao € feita. Quando
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a quantizacao ocorre em unica dimensao e restando duas dimensdes espaciais
a serem quantizadas, essa estrutura sdlida, conhecida como pog¢os quanticos
(quantum well). Podem-se definir pogos quanticos como semicondutores os
quais sao sintetizados em camadas finas sendo possivel observar e controlar
muitos efeitos da mecanica quantica (QIAN et al., 2012; ZAGHDOUDI et al.,
2014). Em termos de propriedades quanticas a concepgao de pogos quanticos
tem sido abordada em termos de energia como um ponto nanométrico, onde as
propriedades intrinsecas podem ser explicadas pela mecéanica quantica,
quando considera apenas uma dimensao, a qual foi quantizada (BERA et al.,
2010).

I. Como apresentado anteriormente com relagcdo a quantizagao das
dimensdes espaciais, pode-se considerar agora a quantizagao de
duas dimensbes espaciais. Portanto, tem-se outro tipo de
nanoparticula, conhecida como nanotubos ou nanofios (do inglés,

nanowire).

. Chega-se agora a seguinte condigdo; a quantizagdo de ftrés
dimensdes especiais leva a construgdo de uma estrutura, essa é
conhecida como quantum dots (QDs), ou nanoparticulas
coloidais. Essas formam um aglomerado monodisperso cristalino
de atomos, contendo entre 100 a 100.000 desses. Nanoparticulas
semicondutoras coloidais, QDs, podem ter um tamanho entre 1-5
nm (FRIGERIO et al., 2012).

A sintese de nanomateriais com tamanho e forma controladas tem sido
um dos principais desafios em nanotecnologia. A sintese e caracterizagdo de
nanoparticulas de semicondutores como os quantum dots (QDs) representam
um dos grandes avangos na nanociéncia nas duas ultimas décadas (CALLAN;
RAYMO, 1998). Nanomateriais tém como caracteristica a alta raz&o area da
superficie/volume (S/V). Os nanomateriais com alta razdo entre superficie/
volume (S/V), podem reagir a taxas muito mais rapidas do que os materiais

monoliticos, que apresentam tamanho na escala métrica ou micrométrica. Com
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isso, em termos reacionais, os nanomateriais tém uma capacidade cinética

alta.
1.1.1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS QUANTUM DOTS

A descoberta da sintese de quantum dots pode ser atribuida a Rosseti,
Nakahara e Louis E. Brus, em 1984, que era pesquisador no laboratério AT&T
Bell, onde propbs pela primeira vez um estudo tedrico e experimental de
sintese de quantum dots de CdS (BRUS, 1983, 1984). Desde sua descoberta,
a investigagdo experimental e tedrica com nanoparticulas semicondutoras
coloidais, QDs, aumentou significativamente (CUIl; HE; CHEN, 2015; LOU et
al., 2014).

QDs sao constituidos por um nucleo, que contém varios atomos entre
100 a 100.000, nomeado como core, do inglés carogo. O nucleo é recoberto
por outra camada metalica chamada de Shell, do inglés casca. Sendo esses
tipicamente compostos por atomos dos grupos I[IB-VIA, [lIA-VA, IVA-VIA da
tabela periddica. Por fim, ainda ha também o agente estabilizador, que sao
moléculas orgéanicas que contém grupos quimicos tidis ou agentes surfctantes,
sendo o principal papel desse agente a estabilizagcdo do QD (GREEN, 2010).

Na Figura 2, é apresentado um esquema simples de um quantum dot.

Figura 2. Esquema de um quantum dot com nucleo (core) em amarelo e agente passivador
(shell), casca, representado pelas linhas vermelhas. *Fonte: Nanophotonica

As propriedades Opticas de um material sdo geralmente determinadas

por transicoes eletrénicas, que ocorrem dentro do material, assim como pela
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ocorréncia de espalhamento de luz (NEAMEN, 2006). Os semicondutores s&o
materiais que apresentam caracteristicas elétricas bastante interessantes, pois
estes materiais sdo extremamente sensiveis a preseng¢a de impurezas, mesmo
em pequenas concentracdes. Um dos modelos mais bem aceitos para explicar
essas propriedades elétricas é a Teoria de Bandas, que explica propriedades
fisico-quimicas dos materiais solidos condutores, semicondutores e isolantes.
Segundo essa teoria esses materiais apresentam bandas de valéncia (B.V.),
gue sao bandas de energia completamente ocupadas por elétrons e sao inertes
a interferéncias elétricas e térmicas do sistema. A banda de condugao (B.C.) é
formada por niveis de energia mais altos que os da banda de valéncia. E
conhecido que na temperatura de 0 K tanto um material isolante quanto um
semicondutor ndao podem conduzir elétrons devido as bandas de valéncia se
encontrar totalmente preenchidas. Ao aumentar a temperatura acima de 0
Kelvin (0 K) alguns elétrons provenientes da banda de valéncia adquirem
energia térmica e podem ser promovidos para a banda de condug&o, assim
deixando buracos na banda de valéncia (BUSCH, 1989). A quantidade de
energia necessaria para ocorrer a transicdo do elétron entre as bandas de
condugdo e de valéncia € chamada de intervalo de energia (em inglés, band
gap), ou banda de energia proibida. Este fenbmeno cria os “holes”, ou seja,
buracos com carga propria sendo positiva e com massa efetiva, ou seja, a
massa que parece ter ao responder as forgcas de repulsido e atragcdo de
particulas. O elétron, com carga negativa, e o buraco s&do considerados
‘ligados” via atragdo Couldmbica e, essa “quasiparticula” é entdo conhecida
como "éxciton" (MURPHY, 2002). A distancia entre o elétron e o buraco,
quando um éxciton é formado, tem sido chamado como raio de excitacdo de
Bohr. Efeitos quanticos ocorrem quando materiais sdo reduzidos a escala
nanomeétrica, menor que o raio de excitagdo de Bohr, o tamanho desse raio &
menor que 100 nm. Quando atendida essa condi¢do, o semicondutor fica
sujeito ao regime de confinamento quantico.

No semicondutor que ndo esta submetido ao regime de confinamento
quéntico, os niveis de energia entre a banda de condugéo (B.C.) e a banda de
valéncia (B.V.) se apresentam de forma continua, como apresentado na Figura

3(a). Como os QDs tém tamanho menor que o raio de excitacdo de Bohr, tem-
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se um bom exemplo de “particula na caixa”, pois estdo submetidos ao regime
de confinamento quantico. Este modelo € usado principalmente como um
exemplo tedrico para descrever as diferengas entre os sistemas classicos e
quanticos. Em sistemas classicos, por exemplo, uma bola presa dentro de uma
grande caixa hipotética, seria a particula que pode se mover com qualquer
velocidade dentro da caixa, podendo assumir qualquer posi¢cao dentro da
mesma caixa. No modelo da ‘particula na caixa” para sistemas na escala

nanomeétrica uma bola ndo pode assumir qualquer posicédo dentro da caixa.

Figura 3. (a) Modelo classico para um semicondutor. (b) Regime de confinamento
quantico leva as bandas de valéncia e conducgao a apresenta-se de forma discreta.
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Em um quantum dot, as B.V. e B.C., assim como o éxciton estdo
confinados nesse regime, fazendo com que os niveis de energia apresentem-
se de forma discreta, como na Figura 3(b). Nomeadamente, em QDs o band
gap, que é diferenca de energia entre as B.V. e B.C, pode ser alterada pela
variagao do tamanho de nanoparticula. No quantum dot, a absorcao de féton
de energia maior ou igual a energia contida no band gap resulta na promogéo
de um elétron para a banda de conducgéo, levando a formag¢ao de um buraco na
banda de valéncia, resultando na emissao de fotoluminescéncia, apds retornar
a B.V. Figura 3(b). Sob regime de confinamento quantico quanto menor a
nanoparticula maior o band gap, em termos de energia em elétrons volts, como

apresentado na Figura 4. Assim um quantum dot com band gap muito
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pequeno, ira fluorescer na regido do vermelho ou infravermelho. Ja QDs, com
band gaps maiores, ira luminescer na regiao do azul ou verde do espectro

eletromagnético.

Figura 4. (a) espectro de absorgao e (b) espectro de emissdo, obtido com comprimento de
excitacdo a 400 nm do quantum dot CdTe-AMP. Nota-se um deslocamento para o vermelho a
medida que o tamanho dos QDs aumenta.
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Como discutido acima, o confinamento quantico leva os quantum dots
apresentarem caracteristicas interessante. De forma geral, os QDs sé&o
caracterizados por apresentar um espectro de absorgdo molecular continuo e
largo, com altos coeficientes de absor¢do molar na regido do UV-vis, podendo
ser eficientemente excitado em qualquer comprimento de onda nessa mesma
regido, Figura 4(a). Além disso, os QDs apresentam uma melhor
fotoestabilidade quando esses s&o comparados a fluoréforos orgénicos. O

espectro experimental de emissao de luminescéncia do quantum dot tem forma
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de uma curva gaussiana com uma determinada largura, ou seja, a largura a
meia altura, mais conhecida como, full width at half maximum, FWHM (SILVI;
CREDI, 2015), Figura 4(b). A radiagao eletromagnética proveniente dos QDs
pode se apresentar desde a regido do visivel até o infravermelho, mas isso
depende bastante da composi¢do quimica do nucleo, assim como do agente
estabilizante. Outra caracteristica importante dos QDs, além do tamanho das
nanoparticulas, € que a temperatura ambiente os QDs apresentam tempos de
vida de luminescéncia na escala de nanosegundos, com essa propriedade é
possivel aplicar os QDs, como biomarcadores luminescentes (KUANG et al.,
2011).

1.2 SENSORES E SONDA QUIMICOS OPTICOS PREPARADOS
COM QUANTUM DOTS

O desenvolvimento de sensores baseados em materiais tradicionais
inclui os complexos de metais de transicao, corantes organicos e materiais de
carbono: nanotubos de carbono e grafeno (LOPEZ et al., 2012; SIVARAMAN;
VIDYA; CHELLAPPA, 2014; WANG; YEOW, 2009). Um sensor quimico por
definicdo é dispositivo que transforma uma informagdo quimica de uma
amostra em um sinal que pode ser mensuravel. Por exemplo, a concentracao
de um analito em uma amostra é transformada em corrente elétrica e essa é
proporcional a quantidade do analito. Desde 1991, essa definicdo tem sido
adotada pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
(HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991). Apesar dessa definicdo ser geral e
amplamente utilizada, na literatura existem outras definicdes. De acordo com
Wolfbeis (1990) um sensor quimico pode ser definido como um dispositivo de
pequeno porte, composto por transdutor e um processador de sinal capaz de
determinar de forma continua e reversivel a concentragdo de um analito na
amostra. Segundo Grundler (2007) varios autores tem adotado como critério
fundamental a reversibilidade como fator importante para um dispositivo ser
considerado como sensor. Outros critérios sao elencados pelo mesmo autor,

como:
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Transformar a concentracdo do analito presente em determinada

amostra em sinal elétrico;
Ter uma resposta rapida;

Manter a sua atividade de monitoramento durante um longo periodo de
tempo;

Ser um dispositivo pequeno;
Possuir um baixo custo de desenvolvimento;

Ser seletivo, ou seja, devem responder exclusivamente a um analito, ou

ao menos, ser seletivo para um grupo de analitos.

Ha diferentes maneiras para classificagdo de sensores quimicos, mas

segundo a IUPAC (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991), sensores podem ser

agrupados nos seguintes grupos:

Sensores Opticos sdo aqueles baseados na absorcao, reflectancia e

luminescéncia da radiagao eletromagnética;
Sensores eletroquimicos envolvem os voltamétricos e potenciométricos;

Sensores piezelétricos sdo sensiveis a variagao de pressao, aceleracao,
tensdo ou forgca. Sao dispositivos baseados na acumulagao de carga
elétrica, que se acumula em certos materiais sélidos, como cristais,
certas ceramicas, assim como materiais biolégicos, por exemplo, acido

desoxirribonucleico(em inglés, desoxyribonucleic acid, DNA) e proteinas;

Sensores magnéticos 0s quais se baseiam nas mudangas das
propriedades magnéticas do material empregado, para obter uma

resposta seletiva ao analito de interesse;

Sensores termométricos sdo aqueles baseados na medicdo da
temperatura causada por uma reagao quimica especifica, a qual envolve

0 analito.
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O emprego de sensores quimicos juntamente com técnicas analiticas
tais como: cromatografia, espectrofotometria, espectrofluorimetria e técnicas
eletroquimicas, podem resultar em baixos limites de deteccdo. Os QDs
apresentam caracteristicas fotofisicas atrativas, quando comparados com
outros materiais, pois apresentam altos rendimentos quéanticos e boa
fotoestabilidade. Tais caracteristicas sdo requeridas para aplicacdo nas areas
de dispositivos optoeletronicos, sensores quimicos e fotocatalise (BOGUE,
2014; KAMAT, 2007; SNEE et al., 2006; WALKER et al., 2003; YU; ZHANG;
JARONIEC, 2010). Portanto, ndo é de surpreender que atualmente tem-se
dedicado muita atengdo para a aplicacio de QDs como sensores
luminescentes (CUI; HE; CHEN, 2015; KONG et al., 2015).

WU et al., (2014) tem alertado, que QDs devem ser classificados como
sondas quimicas, por nado se adequar a definigdo de Wolfbeis (1990),
anteriormente citada sobre sensores. Isso ocorre principalmente pelo fato de
que na grande maioria dos trabalhos onde houve a utilizagdo de QDs para
determinacao de ions metalicos ou anions, utilizou-se o principio de supressao
do sinal de emissao da fluorescéncia do QD, quando esse interage com analito.
Nessa condigdo o QD nao pode ter sua emissao de fluorescéncia restaurada
(JIN et al., 2004; LI et al., 2013; LIANG et al., 2004; PEI et al., 2012). Apesar
disso, pode-se também encontrar trabalhos na literatura, onde se utilizou QDs
como sensores pela definicdo de Wolfbeis (1990), por exemplo, ZHAO et al.,
(2014) empregando o efeito “turn off-on” dos QDs, conseguiram causar uma
supressdo do sinal de emissdo de fluorescéncia, (do inglés, quencher), e
depois restabeleceram esse mesmo sinal. Nesse trabalho foi utilizado o
quantum dot CdTe e como agente estabilizante a N-acetilcisteina (NAC). A
cisplatina, conhecida como um agente antineoplastico, causou uma supressao
de emissdo do QD CdTe-NAC. Esse fenbmeno foi atribuido ao fato do atomo
de platina ter orbitais “d” semipreenchidos fazendo com o QD CdTe-NAC
transferisse elétrons para esse. Os autores revertem esse efeito através da
adicdo de DNA, acido desoxirribonucleico (do inglés, deoxyribonucleic acid),
“turn on”, o qual possui uma carga negativa podendo ligar-se com a

cisplatina/quantum dot, detentor de uma carga positiva, além disso, como
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também é conhecida, a cisplatina pode ligar-se fortemente ao DNA. Com isso,
foi relatado pelos autores a possibilidade de se emprega quantum dots como

sensores.

Progressos substanciais foram alcangados nos ultimos anos quanto a
modificagdo e sintese quimica de QDs e suas aplicagbes para sensores
quimicos envolvendo ions. Quanto a sintese, um dos trabalhos relatatos por
Stlrzenbaum et al., (2012) sobre a sintese de quantum dots CdTe usando
vermes Lumbricus rubellus, presentes em solos. As nanoparticulas foram
isoladas do intestino do animal e aplicadas onde os reagentes CdCl, e
Na,TeOs, foram adicionados ao ambiente em que esses foram confinados, por
11 dias. Segundo os autores, esse tipo de animal tem a capacidade de
absorver os elementos cadmio e telurio, os quais por meio de uma biossintese
conseguem obter nanoparticulas luminescentes de CdTe. As nanoparticulas
foram isoladas do intestino do animal e aplicados como marcadores

fluorescentes para células.

Uma tendéncia também encontrada na literatura € o uso de quantum
dots para imunoensaios. Gokarna et al., (2008) fabricaram um dispositivo e
detectaram a presenga de uma glicoproteina, que € um marcador especifico do
cancer de prostata. Outro tipo de aplicacdo do quantum dot CdTe, estabilizado
com acido mercaptosuccinico, tem sido relatada para finalidades forenses,
onde esse foi empregado como revelador de impressdes digitais (CAl et al.,
2013).
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1.1.3 LUMINESCENCIA

Os corpos podem emitir radiagao eletromagnética por meio de troca de
calor com o ambiente, geralmente a altas temperaturas, esse processo chama-
se incandescéncia. Outra forma de emissdo de radiacdo eletromagnética se
define por luminescéncia. Essa pode ser mais precisamente definida como:
emissao de radiacdo de uma espécie eletronicamente no estado excitado ou de
uma espécie vibratoriamente excitada, que nao esteja em equilibrio térmico
com o sistema (VALEUR; BERBERAN-SANTOS, 2012).

Os varios tipos de luminescéncia sédo classificados de acordo com o
modo de excitagdo: quando energia € fornecida ao material ou molécula, por
meio de radiagdo eletromagnética, como fétons, e ocorre a emissdo de
radiagcao infravermelha, ultravioleta ou visivel, essa forma de emissdo de
energia é chamada de fotoluminescéncia. Um material quando bombardeado
com radiagéo ionizante, raios-X, a, B e y emite radiagado eletromagnética na
forma de luz, geralmente visivel, a esse fenbmeno é chamado de
radioluminescéncia (WANG et al.,, 2015). A catodoluminescéncia é um
fendmeno 6ptico em que a radiacdo eletromagnética é emitida, quando os
elétrons sdo acelerados sobre um material com propriedades luminescentes,
tal como o fosforo, provocando a emissdo de fétons, na regido do espectro
eletromagnético visivel (NICHOLS, 2012). A eletroluminescéncia é um
fendbmeno, no qual um material € submetido a uma corrente elétrica ou a um
forte campo elétrico, e luminesce. Alguns cristais exibem luminescéncia,
quando previamente expostos a temperaturas elevadas ou radiagao ionizante.
O mecanismo, que governa esse fendmeno, é atribuido a radiagdo de alta
energia que cria estados eletronicos excitados em materiais cristalinos. Nesses
materiais, os estados estdo presos ou detidos, por longos periodos de tempo
por defeitos localizados, ou imperfeicdes. Quando esses estados sao excitados
por radiagao infravermelha eles sdo ejetados, na forma de luminescéncia
(KEIZARS; FORREST; RINK, 2008). A quimiluminescéncia e a
bioliuminescéncia ocorrem quando uma reacdo quimica produz um

intermediario de reacdo, que luminesce. Para o caso da biolumenescéncia os
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reagentes sdo enzimas ou proteinas (HASTINGS, 1983; KUNTZLEMAN;
ROHRER; SCHULTZ, 2012).

Os componentes instrumentais basico de um equipamento empregado
para medidas de luminescéncia molecular ndo diferem muito de instrumentos
utilizados para medidas de absorgao eletronica na regidao do UV-VIS, porém a
configuragdo dos componentes de um instrumento de medidas de
luminescéncia € Uunica. A instrumentagdo basica para medidas de
luminescéncia consiste de trés elementos basicos: uma fonte excitagcdo de
radiacado eletromagnética, um suporte de amostra e um detector. No esquema
1, abaixo é apresentado um arranjo basico de um espectrometro de
fluorescéncia, onde tem-se a fonte de excitagdo (A), e os monocromadores de
excitacao(B), emisséo (D) ou filtros e detector (E).

A B c
Fonte de excitacdo Monocromador de excitaca Suporte de
ou umfiltro amostra

Detector

oJjjwn no
OBSSIW? IP JOPLWICIIOUO|N

Esquema 1. Componentes essenciais de um espectrometro de fluorescéncia molecular.

Como é bem estabelecido em espectroscopia, um monocromador € um
dispositivo dptico que transmite uma banda estreita de comprimentos de onda
selecionaveis mecanicamente Em equipamentos de espectrofluorescéncia
sofisticados tem-se a presencga de dois monocromadores, excitacdo e emissao.
Para diminuir o custo de aquisicdo, muitos fabricantes utilizam filtros 6ticos,
esses sao pré-condicionados a selecionar comprimentos de onda especificos,

mas por outro lado, a precisdo e sensibilidade desses dispositivos quando
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comparados com os monocromadores € menor. O suporte de amostra (C) pode
ser uma cubeta de quartzo, para liquidos e solugdes ou um suporte para
amostras sélidas. O detector (E) é composto por um tubo fotomultiplicaodor,
onde os fotons emitidos pela amostra sao convertidos em corrente elétrica,

sendo essa proporcional a quantidade de fétons emitidos.

Devido a sua elevada sensibilidade, as técnicas de espectroscopia de
fluorescéncia molecular encontraram um lugar valioso na quimica analitica. A
sensibilidade dos métodos de fluorescéncia deve-se, em grande parte, ao fato
da auséncia de sinal quando o fluoréforo ndo esta presente no junto ao
detector. Quando comparado com a espectrometria eletronica de absorcao as
técnicas de fluorescéncia sao frequentemente, de uma a trés vezes mais
sensiveis. Outra vantagem dessa técnica é referente a faixa linear de resposta
que é significativamente maior que aquela encontrada na espectrometria de

absorcao eletrénica.

Metodologias analiticas quantitativas baseadas em fluorescéncia tém sido
desenvolvidas para a determinagdo de espécies inorganicas, organicas e
bioquimicas. Os métodos fluorescentes inorganicos sdo divididos em duas
categorias: métodos diretos, sendo estes baseados na reagcdo do analito com
um agente complexante a fim de formar um complexo fluorescente; e indiretos,
que dependem do decréscimo da fluorescéncia, ou seja, métodos baseados na
supressao (quenching), sendo esse efeito resultante da interagdo do analito

com o reagente fluorescente.



UTILIZAGAO DE QUANTUM DOTS DE
CdSe-TGA SINTETIZADO
ELETROQUIMICAMENTE PARA A
DETERMINAGCAO DE Cr(lll) EM
SUPLEMENTOS VITAMINICOS.

Figura 5. Figura ilustrativa sobre a determinagéo de Cr(lll) em formulagdes farmacéutica pelo
emprego de quantum dots CdSe-TGA (DE SOUZA et al., 2015).

Intencidade fluorescéncia

T ' Ll ]’ Ll 'l L [
400 500 600 700 800
Comprimento de onda

De Souza, G. C. S.; de Santana, E. E. A.; da Silva, P. A. B.; Freitas, D. V.; Navarro, M.,
Paim, A. P. S.; Lavorante, A. F. Employment of electrochemically synthesized TGA-CdSe
quantum dots for Cr(lll) determination in vitamin supplements. Talanta 144, 986-991,

2015.
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1.1 QUANTUM DOTS COMO SENSORES E SONDAS

Nos ultimos anos, segundo Costa-Fernandez et al. (2006) ocorreu um
crescente aumento nas pesquisas que empregam quantum dots (QDs) como
sensores fotoluminescentes. Uma das primeiras aplicagbées de quantum dots foi
reportada em 1998 onde foram empregados como biomarcadores
fluorescentes em células (BRUCHEZ JR., 1998; CHAN, 1998). A utilizacdo de
QDs tém se mostrado ideal para finalidades bioldgicas, por apresentarem uma
otima fotoestabilidade, quando comparado com corantes organicos

fluorescentes.

A fluorescéncia dos QDs surge da promog¢&o de um elétron da banda de
valéncia para a banda de condug&o gerando o elétron-buraco. Segundo Wu et
al. (2014), apos essa promogao ocorre a relaxagao do elétron, onde esse volta
para a banda de conducdo. Esse processo de relaxacdo pode sofrer
interferéncia, quando outras espécies quimicas em interagir com o quantum
dot, fazendo com que ocorra uma mudanca de seu espectro de absorcéo,
emissao de fluorescéncia e o rendimento quantico. Esse processo de interagcao
com outras espécies quimicas promove uma supressdo ou aumento da
intensidade de fluorescéncia. Dessa forma, é proposta a aplicacdo de QDs
como sonda ou sensores quimicos (CUl; HE; CHEN, 2015). Na aplicagao dos
QDs para a determinagao de espécies quimicas, o tamanho da nanoparticula e
a natureza do agente estabilizante sdo de importéncia primordial para controlar
as propriedades O6pticas, e, por conseguinte, a resposta de fotoluminescéncia.
Dependendo da estratégia de determinagdo do analito, outras caracteristicas
especificas também devem ser consideradas, tais como a concentracéo e o pH

do meio em que se encontra o quantum dot.

Estudos pioneiros focando as interacdes entre os QDs e ions metalicos
foram realizados por Spanhel et al. (1987). Nesse trabalho os autores,
sintetizaram o quantum dot de CdS, onde demonstrou-se que o rendimento
quéntico tinha um aumento 50% em solugdo alcalina, ou seja na presenga de

OH'. Este efeito é atribuido a formagdo da camada de passivagao de Cd(OH),
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sobre a superficie do CdS. Lou et al. (2014), em artigo de revisao, relatam que
a primeira utilizacdo de QDs para a determinagdao de ions metalicos foi
reportada por Chen et al, 2002. Os autores sintetizaram o quantum dot de CdS,
estabilizado com diferentes moléculas como: polifosfato, L-cisteina, e
tioglicerol. O quantum dot CdS foi estabilizado com L-cisteina e mostrou
seletividade para ions Zn(ll), com tioglicerol apresentou uma alta sensibilidade
e seletividade para ions Cu(ll). Os estudos foram realizados em solugdes
aquosas. Os limites de deteccao foram estimados em 0,8 ymol L para o zinco
(1) e 0,1 ymol L™ para ions Cu?*. Neste trabalho, o aumento da emisséo de
fluorescéncia do CdS-L-cisteina pela interagdo com Zn(ll), foi atribuido a
formagdo do complexo entre o ion Zn(ll) e a L-cisteina na superficie do
quantum dot, assim ativando armadilhas que recombinam éxcitons. Por outro
lado, a reducdo efetiva da emissao de fluorescéncia do quantum dot CdS-
tioglicerol ocorre devido a transferéncia de energia do tioglicerol para o ion
Cu(l). Segundo os autores o grupo tiol do tioglicerol formaando a espécie CdS™-
Cu’ na superficie da nanoparticula, esse complexo possui um nivel energético
menor que o quantum dot CdS-tioglicerol. Portanto, quando o quantum dot &
excitado ele transfere energia para esse complexo, sofrendo assim supressao

de sinal (do inglés, quenching).

O quenching, ou supressao, € uma das estratégias mais reportadas para
a determinacdo de ions metalicos. A seletividade do quantum dot sobre ion
metalico dependera da afinidade quimica entre ambos. Depois que o analito
interage com quantum dot, se ligando a sua superficie, esse ira causar uma
separagao entre o elétron-hole, levando assim ao quenching da fluorescéncia
do quantum dots. Esse fenbmeno é chamado de transferéncia de elétron
fotoinduzida. O fon Cu?* tem sido extensivamente determinado por essa
estratégia, devido ao seguinte fator geral o potencial padrdo de redugédo do
Cu?* + e —»Cu", fazendo um 6timo aceptor de elétrons proveniente do quantum
dot. Segundo Wu et al. (2014) os QDs baseados em atomos calcogénios, por
exemplo, CdS, CdSe e CdTe, ao reagirem com cations, apresentam como
mecanismo de troca, baseado na constante de solubilidade.

Consequentemente, esses cations que formam compostos com valores mais
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baixos de K,s podem deslocar os cations do quantum dot via troca cationica,
por exemplo, o quantum dot de CdS tem maior Kys que os precipitados HgS,
CuS, PbS e AgS, dando origem a uma permuta catibnica na superficie do
quantum dot. Afetando assim, o processo de fluorescéncia por causa dos
defeitos gerados na superficie do QD levando assim a uma recombinagéo nao-
radiotiva dos éxcitons. Este efeito pode ser observado por meio da supresséo
de sinal. O deslocamento de cations do quantum dot é limitado devido a
elevada energia de ativagdo necessaria para a difusdo do quantum dot. As
nanoparticulas semicondutoras coloidais apresentam como caracteristica
intrinseca uma alta relagdo entre volume e superficie. Levando em
consideragao, essa caracteristica o processo de deslocamento de cations da
solucdo para o quantum dot é favorecido. Cations como Hg?*, Cu?*, Ag* e Pb*",
podem também ter afinidade por grupos tidis que fazem parte das moléculas
que atuam como estabilizante es. Outra possivel forma de interagdo de QDs
com ions metalicos € por meio do processo de transferéncia de elétrons do
metal para os QDs. Este caso foi observado por Isarov; Chrysochoos (1997)
para o fon cobre Cu?* e sua interagdo com nanoparticulas de CdS. Neste
estudo os autores verificaram que ions Cu?* se reduzem a Cu*, este processo
foi evidenciado por meio de técnicas de espectroscopia de ressonancia

paramagnética eletronica (EPR).

Uma consideragdo importante a ser observada sobre QDs com alta
densidade de estabilizantes na sua superficie, é o fato de que o ataque do
nucleo do QDs por ions metalicos pode ser prejudicado, mas cations metalicos
ainda podem ser adsorvidos por QDs, quer seja por atragao eletrostatica ou por
coordenacdo com o estabilizante. Uma vez que os cations metalicos sao
tipicamente deficientes em elétrons uma transferéncia de elétrons da banda de
conducado dos QDs para ions metalicos pode ocorrer, levando assim a uma
supressao de sinal de fluorescéncia. Segundo Wu et al. (2014), interagao de
cations metalicos com estabilizante da superficie dos QDs pode ser previsto
em parte com o conceito acido-base de Pearson, pois a coordenacido de ion
com um ligante é geralmente dependente do pH. Xu et al. (2012)

demonstraram que QDs de CdTe poderiam ser usados como sensor
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fluorescente para Mn(ll) e Cu(ll). Neste trabalho os autores demonstram uma
forte correlagdo entre os QDs de CdTe em relagéo ao pH do meio.

Anions também tém sido determinados com quantum dots. O anion
cianeto, CN’, € um dos amplamente relatados (LOU; ZHAO; ZHU, 2016). CdSe
QDs recoberto com terc-butil-N-(2-mercaptoetil)-carbamato (TBMC), tem uma
fluorescéncia forte no comprimento de onda maximo de emissdo em 580 nm,
esse quantum dot permitiu a determinacdo do anion cianeto em amostras de
agua, onde conseguiu-se estabelecer um limite de deteccéo de 1,1 x 107 mol
L™ (JIN et al., 2004). Segundos os autores o ion CN’, estabeleceu uma forte
ligagcao quimica por meio de ligagdes de hidrogénio, com os grupos aminas do
TBMC, ocorrendo uma adsorcédo do anion na superficie da nanoparticula. Isso
pode ser afirmado visto que o CdSe foi reprecipitado com metanol e sua
fluorescéncia permaneceu suprimida. Portanto, relatou-se a ocorréncia de
quenching no espectro de emissdo do CdSe. Outro exemplo bastante
interessante sobre utilizacdo de QDs para a determinacédo de sulfeto, S?, foi
relato por Gore et al.,, (2013), onde o CdS QDs, recoberto com 3-
mercaptopropiénico (MPA) foi sintetizado, com essa metodologia foi possivel
se obter um limite de deteccdo em 6,5 mmol L™ para S2. Os autores relatam
um quenching no espectro de emissdo, na faixa de 0,1-1,8 mg L7,

essa supressao foi atribuida a agregagao do CdS quando na presenga do S2

Apesar de todas as vias de interagcdo acima citadas, ainda é dificil
atribuir claramente as interagdes entre QDs e ions metalicos. Segundo Wu et
al. (2014) as interagdes reais entre os ions metalicos e QDs pode também ser

uma combinag¢ao dos mecanismos acima citados.

I.1.2 DETERMINAGAO DE CROMO

Micronutrientes sdo compostos de vitaminas ou elementos quimicos,
cations na forma de sais minerais, que s&o requeridos por organismos Vivos
para a manutencédo do metabolismo do seu préprio corpo. A ingestado diaria de
alimentos contendo minerais como ferro, cobalto, cromo, cobre, iodo,

manganés, selénio, zinco e molibdénio em quantidades na faixa miligramas
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diarias se faz necessaria para prevenir uma série de disturbios e doencas
(CILLA et al., 2014). O elemento cromo pode ser encontrado em diferentes
estados de oxidacdo que varia de +2 a +6. Os estados de oxidacdo mais
comuns e estavies sao Cr(lll) e Cr(VI), despertam grande interesse quanto as
questdes de saude e ambientais.O cromo com estado de oxidacdo 3+ € um
micronutriente essencial para o metabolismo de carbohidratos, lipidios,
proteinas, além do fato de aumentar a acdo do hormdnio insulina. A levedura
de cerveja, pimenta preta, e carnes sao boas fontes alimentares deste mineral
(ANDERSON; KOZLOVSKY, 1984). Estudos mostram que os beneficios da
ingestao de cromo incluem perda de peso, diminuicdo dos niveis de colesterol
presente no sangue, assim como, os niveis de glicose (BUNACIU;
ABOUL-ENEIN; FLESCHIN, 2006). Recomenda-se uma ingestao diaria de
Cr(lll), em adultos entre 50 a 200 pg/dia (VINCENT, 2000). A resisténcia a
insulina € uma doenca, em que 0s niveis normais dessa sao insuficientes para
que adipdcitos (células de gordura), midcitos (células dos musculos) e
hepatocitos (células do figado) respondam de forma normal a presenca da
insulina. Essa condigdo pode levar a altos niveis de agucar no sangue, que
consequentemente esta associado ao aparecimento da diabete tipo 2. As
deficiéncias nutricionais do Cr(lll) podem ser supridas por suplementos
alimentares. O picolinato de cromo (lll) € um composto quimico vendido com a
finalidade de suplemento alimentar (PREUSS et al., 2008). No final de 1950
Schwarz; Mertz (1959) demonstraram a existéncia de um novo fator dietético, o
qual estava ausente na dieta dos ratos alimentados com forula, espécie de
fermento, como sua unica fonte de proteina. Os ratos que foram submetidos a
dieta desenvolviam uma incapacidade de remover a glicose do sangue de
forma eficiente. Essa incapacidade foi invertida pela adicdo de alimentos ricos
em Cr(lll) ou por suplementos alimentares contendo esse elemento. O
picolinato de Cr(lll) € um dos suplementos alimentares amplamente
empregados, a sua sintese foi reportada em 1917 por Ley; Ficken (1917). Esse
composto tem uma solubilidade estimada em 600 pmol L™ em agua com pH
igual 7. O complexo é hidrolizado em meio acido, assim liberando acido
picolinico e Cr(lll) (VINCENT, 2001, 2010). Na Figura 6, € apresentada a
estrutura molecular (HAKIMI, 2013).
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Figura 6. Estrutura 2D do complexo picolinato de crémio (ll1).

O mecanismo que explica a origem desses efeitos farmacoldgicos do
Cr(lll) ainda € uma area ativa de investigagao e debate. Vincent ( 2010) em seu
trabalho de revisao relata que alguns autores concluem que o Cr(lll) forma uma
composto biologicamente ativo que reage com o acido nicotinico, glicina, acido
glutédmico, cisteina e calcio. Esse raciocinio se deve a seguinte observacao, os
niveis de insulina necessarios ao metabolismo sdo menores, quando na
presenca de cromo na forma biologicamente ativa (EVANS; BOWMAN, 1992).
Outra molécula que tém sido sugeridas é a substancia ligadora de cromo de
baixo peso molecular (low-molecular-weight chromiumbinding substance,
LMWCr), também chamado de cromodulina. Estudos que indicam que
cromodulina, um oligopeptidio que transporta Cr(lll) no corpo, favorece a
sensibilidade a insulina por estimular atividade tirosina quinase do receptor
insulinico na membrana plasmatica, resultando desse modo na amplificacdo da
insulina (MOZAFFARI et al., 2012).

A técnica de espectroscopia de absorcdo atdbmica por chama é

recomendada por varios autores para a determinacao de tracos de cromo em
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amostras ambientais (MONDAL; DAS; DAS, 2002; QUINTAR et al., 2000;
SAHUQUILLO et al., 1995) e farmacéuticas (STEFAN; BAIRU; VAN STADEN,
2003). Outras técnicas como espectrometria de massas com fonte de plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) e espectrometria de absorgéo atdmica com
atomizacao eletrotérmica (ET AAS) (LUTFULLAH; KHAN; RAHMAN, 2013),
apresentam alto custo operacional. Portanto, o desenvolvimento de métodos
simples para determinacdo seletiva e sensivel de Cr(lll) e Cr(VI) ainda € um
grande  desafio. A  espectrofotometria de  absorgao molecular
(REVANASIDDAPPA; KIRAN KUMAR, 2003) e potenciometria (SANCHEZ-
MORENQO et al., 2010) tém sido empregados para a determinagao seletiva de
Cr(lll). Varios sensores quimicos fluorescentes para Cr (lll) tém sido relatados
na literatura (GUHA et al., 2012; SALUJA et al., 2012), entretanto, necessitam
de solventes organicos e, geralmente, tém elevados limites detec¢do. A
espectroscopia de fluorescéncia molecular € uma técnica que vem sendo
bastante explorada para a determinagéo de Cr(lll) e Cr(VI) (CHEN et al., 2014;
ELAVARASI et al., 2012; MAO; HE; LIU, 2010; SUI et al., 2013). Portanto, o
desenvolvimento de métodos simples para determinacao seletiva e sensivel de

Cr(lll) e Cr(VI) ainda € um grande desafio.

Na literatura, quantum dots tém sido poucos relatados para a
determinacao de Cr(lll). Kanwal; Fu; Su, (2010) exploram o efeito do aumento
na quimioluminescéncia no sistema pirogalol H,O,-CdTe. Na realizacdo deste
estudo, um sistema analise por injecdo em fluxo (FIA) foi empregado.
Nanoparticulas semicondutoras de CdTe QDs com o agente estabilizante
acido mercaptosuccinico, AMS, foram sintetizados pelo método de irradiagao
de microondas. Verificou-se que a adicdo de CdTe QDs no sistema de
pirogalol-H,O, pode induzir um aumento quimiluminescéncia. Sob condigbes
otimizadas a metodologia foi capaz de determinar Cr(lll) no intervalo de
concentracao de 20 pmol L - 30 pmol L™, O limite de detecgao encontrado foi
de 6 pmol L™, com um desvio padrdo relativo (n = 11) de 1,7%. Os autores
sugerem que quimioluminescéncia pode ocorrer por meio de duas hipoteses. A
primeira hipétese, ja € bem estabelecida onde a reagéo entre pirogalol-H,0O,

gera emissao de luz, pois a oxidacao do pirogalol pelo H,O; leva a formagéo do
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radical,102*, uma molécula com tempo de meia-vida curto, essa espécie
transfere energia para o quantum dot CdTe, levando-o para um estado
excitado, gerando por final quimioluminescéncia. A segunda hipétese,
possivelmente envolve a transferéncia de energia do estado excitado do
pirogalol para o quantum dot CdTe-MAS (acido mercaptosuccinico), e nesse

caso o emissor final é o estado excitado do CdTe-AMS.

Outro trabalho que empregou quantum dots para determinagao de Cr(lll)
foi o realizado por Zhao et al. (2013), onde se verificou que a fosforecéncia do
QDs ZnS com o agente estabilizante albumina de soro bovino desnaturada e
dopado com manganés poderia ser desativada seletivamente por Cr(lll). Um
faixa de trabalho linear entre 10 - 300 nmol L™ foi estabelecida, onde o limite de
deteccdo foi de 3 nmol L. O potencial analitico foi avaliado por meio da
determinacao de Cr(lll) em amostras de agua, com recuperag¢des na faixa de
95 e 106%. Segundo os autores o mecanismo de desativagdo de fosforéncia
do quantum dot ZnS é pela transferéncia de elétrons. Nesse trabalho foram
realizadas medidas de voltametria ciclica para correlacionar os resultados

obtidos com medidas espectroscopicas de potencial dos orbitais homo e lumo.

Neste trabalho foi proposto a utilizacdo de quantum dots CdSe
estabilizado com acido tioglicdlico, CdSe-TGA, para a determinacao de Cr(lll)
em suplemento vitaminico contendo picolinato de cromo por efeito de
supressao de sinal da fluorescéncia dos quantum dots de CdSe-TGA. A
intensidade de fluorescéncia dos QDs com emissdo em 550 nm pode ser

suprimido por ions Cr(lll).
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I.2. MATERIAL E METODO
11.2.1. MATERIAL

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (18,2 MQ
cm™') obtida do sistema deionizador - Q380M, fabricado pela QUIMIS e com
reagentes de grau analitico.

Selénio elementar (Se®) em pé (99,8%, 200 mesh, Aldrich), cloreto de
cadmio (CdCly, 99,999%, Aldrich), acido tioglicdlico (CsHsO.S, TGA, 99%,
Aldrich) e NaOH (97,0%, Quimex) foram utilizados para a sintese do QDs.
Solugdes de Fe?*, Cu?*, Hg?*, Ni**, Ba®*, Mn®* e Cr®" foram preparados pela
diluicdo das solugdes padrao (SpecSol ® de 1007 mg L'1).

Solucdes tampao KCI/HCI 0,2 mol L™, pH 2, acido citrico/ citrato 0,2 mol
L™ pH = 3, acido acético/ acetato 0,1 mol L™ pH 4, acido citrico 0,1 mol L/
fosfato de sodio dibasico 0,2 mol L™, pH 5, 6 e 7, fosfato de sédio monobasico/
fosfato de sodio dibasico 0,2 mol L', pH 8, carbonato de sddio
anidrido/bicarbonato de sédio 0,2 mol L™, pH 9, 10 e 10,7 e KCI/NaOH 0,2 mol
L™, pH 12 foram preparadas para o estudo de pH e estabilidade do QDs.

Para medidas de absorgéao eletrénica na regido do Uv-Vis empregou-se
um espectrofotdbmetro da Ocean Optics multicanal com arranjo linear de diodos,
modelo USB4000 UV-Vis. Para a realizacdo de medidas de fluorescéncia foi
empregado um espectrofluorimetro, modelo Shimadzu RF-5301PC com uma
lampada de Xendnio. Para realizar ajustes de pH das solugbes e preparo de
tampdes foi utilizado um pHmetro de Bancada - Q400MT (QUMIS). Um forno
de micro-ondas fabricado pela CEM Corporation (Matthews, NC, EUA), modelo
MarsXpress foi usado para processar a digestdo da amostra de picolinato de
cromo.

Para a comparacao dos resultados, empregou-se a espectrometria de
absorcao atbmica por chama, usando um espectrometro de absorgdo atdmica
por chama (modelo AA240FS, Varian Inc, Palo Alto, Califérnia, EUA) equipado
com lampada de catodo oco de cromo, que foi operada a 10 mA com
comprimento de onda 357,9 nm e lampada de deutério para corregcao de

background.
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A eletrorreducdo do selénio foi realizada usando-se uma célula
eletroquimica adaptada a uma simples fonte de corrente continua sendo
usados dois eletrodos, um catodo (-) € um anodo (+). O catodo utilizado
consiste de uma rede de aco inox com aproximadamente 2,0 cm? de area e o
anodo utilizado consiste de uma rede de aco inox com dimensdes 0,5 x 4 cm,
estando o anodo em um compartimento separado do catodo por uma

membrana de Nafion®.

11.2.1.1 Sintese de CdSe Quantum dofts

O QD de CdSe recoberto com TGA foi preparado segundo metodologia

descrita anteriormente por Freitas et al. (2014), conforme Figura 7.

Figura 7. Célula eletroquimica usada para Eletrorreducdo de se° (FREITAS et al., 2014).
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A metodologia consiste na reducao eletroquimica do selénio. Para tanto,
5,0 mg (63,3 ymol) de selénio em pé foram adicionados a célula mostrada na
Figura 6, juntamente com 5,0 mL de uma solugado de NaOH 0,2 mol L™". Sob
atmosfera de argbnio, o sistema foi submetido a eletrdlise sob corrente
constante (I = - 70 mA). Nesta condicdo, a solugdo apresenta uma cor
amarelada. A verificagdo do ponto final da eletrorredugdo ocorre na auséncia
de selénio em po e quando a solugao esta incolor, garantindo total consumo do
selénio adicionado. Para a sintese do QDs CdSe-TGA foi utilizada a proporgéo
molar 1:0,25:2,4 de Cd?*/Se?/TGA, respectivamente. Para a sintese dos QDs

CdSe, apos a total eletrorredugao do selénio, 1,0 mL da solugédo de 12,7 mmol
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L™ Se? foi adicionado & solugao seguido de 50 mL de solu¢do NaOH 0,2 mol L
' 1,0 mmol L™ CdCly/ 2,4 mmol L' TGA sob atmosfera de argénio. Uma
suspensao coloidal amarela é formada e as nanoparticulas de CdSe (pH 11)
sao colocadas em refluxo a 90 °C. A cada 30 minutos de aquecimento sao
retiradas aliquotas de 5 mL, para acompanhar o tamanho dos quantum dots
por meio de medida de absor¢cdo e emissao de fluorescéncia. Apds sua

sintese, os quantum dots foram acondicionados a temperatura de 4°C.

1.2.2 METODO
1.2.2.1 Determinacao da concentragao do QDs em suspensao

Para calcular a concentragao dos quantum dots adotou-se a metodologia
empirica descrita por Yu et al. (2003). De acordo com esta metodologia calcula-
se primeiramente o didmetro da nanoparticula, em seguida, se obtém o
coeficiente de extingdo molar dos QDs. Assim, a partir de medidas de
espectrometria de absor¢cdo dos QDs, pode-se encontrar a concentragédo em

mol L.

Segundo Freitas et al., (2014) o tamanho das nanoparticulas CdSe-TGA
QDs depende do tempo de aquecimento da reacdo. Os autores relatam que
QDs de CdSe-TGA apresentam boa estabilidade e alta luminescéncia com
tamanho médio de 2,6 nm. O tamanho das nanoparticulas semicondutoras
coloidais de CdSe-TGA foi calculado segundo a metodologia de YU et al.,

(2003) de acordo com a equacgéo 1:

D = (1,6122x10°)*A* - (2,6575x10°)A° + (1,6242x103)*A\? - (0,4277)*A + (41,57)
Eq. 1

Onde D é o diametro da nanoparticula, A € o comprimento de onda
referente a absorbancia correspondente ao primeiro maximo de absorcao do

espectro de absorg¢ao na regido do visivel para as nanoparticulas.

YU et al., (2003) também propdem calcular a concentragdo de QDs em

mol L a partir da seguinte equacéo 2:
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£ = 1600AE(D)° Eq. 2

Onde AE é a energia de transigao correspondente ao primeiro maximo
de absorcédo expressa em eV, € é o coeficiente de extincdo e D é o didmetro
dos QDs. Assim pode-se estimar a concentragcdo em mol L aplicando-se

também a lei de Lambert-Beer, equagao 3:

A= ¢bc Eq. 3

A é absorbancia, b € caminho 6tico, em cm, e ¢ a concentracdo em mol
L . Aplicando-se as equagbes acima citadas obteve-se a concentragdo de
QDs de 6,92 pmol L™.

1.2.2.2 Estudo de reagao entre ions quantum dots e ions metalicos

Apods a sintese dos QDs de CdSe-TGA em meio basico, pH 11, sua
interacdo foi estudada com ions Cr¥*, Cu?*, Ni**, Mn?*, Hg**, Si**, Fe** e Ba*".
Para realizagao desse estudo foi utilizado 2,0 mL de solucdo de CdSe-TGA na
concentracao de 2,8 x1 0® mol L. Para construgao das curvas analiticas, foram
adicionados sequencialmente e separadamente, na cubeta de quartzo,
volumes de 0,2 uL das solucdes padrdes dos ions Cr(lll), Cu®*, Ni**, Mn?",
Hg*, Si**, Fe*" e Ba®* a 2,0 mL solugdo de QDs CdSe-TGA. Posteriormente

esperou-se 5 minutos para em seguida realizar cada leitura de fluorescéncia.

1.2.2.3. Estudo de razao volumétrica com a solugao tampao

Um estudo de razdo volumétrica entre quantidade de solugcado tampéao e
quantum dots foi realizada. Com o objetivo de se verificar qual a menor
quantidade de solugao tampao seria necessaria para manter a solugao no pH
desejado e qual a melhor intensidade de fluorescéncia. Para tal estudo foi

selecionado o tampao fosfato, pH 6, concentragcdo 0,1 mol L.

11.2.2.4 Estudo de pH

Realizou-se um estudo de pH afim verificar a influéncia do mesmo sobre

a fluorescéncia da mistura tampao/QDs/Cr(lll), utilizando uma concentragao de
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Cr(lll) de 0,5mg L. O pH foi investigado no intervalo de 2 a 14 utilizando-se
tampdes na concentracao de 0,1 mol L.

11.2.2.5 Estudo de tempo de reagao

Apos estabelecer o melhor valor de pH realizou-se um estudo de tempo
de reacgao para o sistema QDs/ Cr(lll)/solugdo tampao. Neste caso, o objetivo
foi aumentar a frequéncia analitica da metodologia proposta. Para tanto, fixou-
se 0 comprimento de onda de excitagdo em 365 nm e o monitoramento do sinal
de emissdo em 550 nm, durante 600 s (10 min). Para tal estudo colocou-se os
QDs numa cubeta de fluorescéncia e com o auxilio de uma seringa injetou-se o
analito Cr(lll) com solucdo tamp&o pH 4 e concentracédo de Cr(lll) a 0,5 mg L™.
O sistema reacional foi monitorado com o auxilio de um espectrofluorimetro,

onde ocorreu a incidéncia do feixe de radiacdo de forma constate.

1.2.2.6. Construgao da curva analitica

Os espectros de fluorescéncia usados para construgdo da curva
analitica foram obtidos através da adi¢céo de 1,0 uL de solugao de 50 g L' de
Cr(lll) em uma solugado contendo CdSe-TGA, na proporcao de 1:3 de solugéo
tampao acetato:QDs 0,1 mol L™, pH 4,0. A intensidade da fotoluminescéncia foi
monitorada com uma fenda de largura fixa de excitagdo de 3 nm e emissao de
5 nm. As medidas oOpticas foram efetuadas apds 200 s, depois da adicdo de
solugao de Cr(lll). O comprimento de onda de excitagao utilizado foi de 365 nm,

e 0 monitoramento da emissao entre 400-750 nm.
11.2.2.7. Metodologia de preparo da amostra

O preparo das amostras comerciais contendo picolinato de cromo foi
realizado por decomposi¢do em via umida empregando forno de micro-ondas.
O procedimento foi realizado em triplicata, onde 0,2 gramas de amostra foram
adicionados a 1,0 mL de HNO3 (65%, v/v) e colocados dentro de tubos Teflon
PFA® e posteriormente, acondicionados no forno de micro-ondas. Os detalhes

de programacgéao do procedimento sdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros utilizados no processo de preparo das amostras de
picolinato de cromo

Etapas poténcia rampa tempo
(min)
Watts % Temperatura °C
1 800 100 110 10:00 00:00
2 1600 100 170 10:00 10:00

Para realizacao do teste de comparacao, apos o término do processo de
preparo, as amostras foram filtradas com papel de filtro qualitativo e o Cr(lll) foi
determinado por espectrometria de absorgao atémica por chama (FAAS).

11.2.2.8. Teste de adigao e recuperagao

Para testar a exatiddo método foi realizado teste de adigdo e
recuperacao do analito na amostra. Para o calculo de recuperagdo empregou-
se a equagao 4 (I. TAVERNIERS; LOOSE; BOCKSTAELE, 2004):

%R = ((Cad. - Camostra) / CRef ) X 100%) Eq- 4

onde C,q,Camostra € Cref representam os valores de concentragdo de amostra
mais quantidade de analito adicionado concentracdo de amostra e
concentracdo da solugao de referéncia, respectivamente. Em cada amostra
foram adicionados 0,1 mg L™ de solugdo padréo de Cr(lll), para resultar apés
diluigdo, em 50 ng L™ Cr(lll).
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11.2.2.9. Estudo de interferentes

Apos a otimizagdo do método foi realizado um estudo de interferentes
com os seguintes fons: K*, Zn**, Ca?* e Na, pois estes faziam parte da
composicéo do suplemento alimentar. Portanto, foram preparadas as seguintes
solugdes K* (1000 mg L™"); Zn?** (20 mg L™ ); Ca®* ( 1000 mg L") e Na* (1000
mg L) pela diluicdo das solucdes padrdo de K*: Zn?*; Ca®*; Na* (SpecSol®

concentragdo 1007 mg L'1)
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Il. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Il. 3.1. ESTUDO DA REAGAO ENTRE QUANTUM DOTS E iONS
METALICOS

Foi realizada a verificagao na seletividade dos QDs CdSe-TGA, através
da construgdo de curvas analiticas, como representado na Figura 8. Os dados
de fluorescéncia foram analisados usando a equagdo de Stern-Volmer
(equacao 5), a qual permite explorar o mecanismo do processo fotofisico de
desativacao intermolecular (LAKOWICZ, 1999).

FolF = A + Ksy[Q] Eq.5

Onde Fy e F sao os sinais da fluorescéncia na auséncia e na presenca
do ion estudado, respectivamente. “A” é intercepto da funcéo, Ksy € a constante
de Stern-Volmer e [Q] a concentracao do respectivo ion.

Figura 8. Dependéncia da fluorescéncia do QDs CdSe-TGA com concentragdo dos ions Cr’*;
Cu®; Ni**; Mn*"; Hg®"; Si**; Fe**;Ba™".
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Na Tabela 2 pode-se observar que todos os modelos apresentam um

valor de R? significativo por se aproximarem do valor 1. Para todas as
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interagcbes entre os ions e os QDs, observou-se nos espectros de
luminescéncia molecular o efeito “Quenching”, ou seja, a supressao de sinal da
luminescéncia dos QDs. Varios estudos tém demonstrado que a luminescéncia
dos QDs surgem a partir da recombinacdo dos éxcitons (elétrons-buracos)
devido as alteragcbes na superficie dos QDs, afetando a eficiéncia de
luminescéncia (WU et al., 2014).

Tabela 2. Curvas analiticas para ions Cr(lll); Cu?*; Ni®";Mn%"; Hg?*; Si**; Fe®";
Ba“"

lon Faixa linear Equacao coeficiente
0,1-1,0 mg L™ de
determinacgao
(R?)
1 Cr(lll) Fo/F = 1,794¢” + 0,538¢ + 0,982 0,996
2 cu®* Fo/F = 9,463c® - 8,073c + 4,473c + 0,998
0,736
3 Ni* Fo/F = 1,452¢ + 0,912 0,996
4 Mn?%* Fo/F =0,611c + 1,121 0,974
5 Hg* Fo/F = 0,599¢c + 0,877 0,991
6 Si* Fo/F = 1,452¢c + 0,912 0,996
7 Fe? Fo/F =0,136¢ + 0,984 0,961
8 Ba? Fo/F = 0,489c + 0,967 0,991

Esses tipos de interacbes podem ser visualizados por extingdo ou
aumento da fluorescéncia. Uma variedade de processos pode contribuir para a
extingdo da fluorescéncia, incluindo a transferéncia de energia entre os QDs e
ions, as reacbes no estado excitado, a formagdo do complexo entre o
estabilizante do quantum dot e o ion e colisdes entre os QDs e ions. Para o
ion cobre este efeito de supressdo de sinal pode ser explicado através da
substituicdo na superficie da nanoparticula de CdSe-TGA dos ions Cd?* por
jons de Cu?* para formar particulas extremamente de baixa solubilidade de
CuSe sobre a superficie das nanoparticulas de CdSe-TGA, desfavorecendo o



51

processo de transicdo da banda de valéncia para banda de conducgao
(FERNANDEZ-ARGUELLES et al., 2005). Nos trabalhos de Meyer; Zhang;
Scholz, (1996) & Mansur; Mansur, (2011) os autores relatam que o produto de
solubilidade (Kps) para a CdSe é de 1,4x10™%° e para o CuSe é 1,25x10™%.
Dados na literatura sugerem que em pH> 7 ha formagdo do complexo
Hg(HSe),(OH),?*, que é composto altamente soltvel em comparagdo ao CdSe,
podendo sugerir um mecanismo de troca entre ions Cd** e Hg?* (OLIN et al.,
2005). Chen et al. (2011) descreve a relagao de Stern-Volmer, equagao 5,
entre os fons Cu?* e CdSe. Neste trabalho, os autores sugerem que se tal
equacido € linear poderia existir um processo de supressdo de sinal de
luminescéncia por colisdao, induzindo assim processos de recombinagao nos
centros dos elétrons-buracos. Este fato foi observado para os ions Ni*; Mn?*;
Hg*"; Si*"; Fe?* e Ba®". Observando-se a Figura 8 e na Tabela 2, nota-se que
para ions Cr(lll) e Cu** os modelos matematicos sdo quadratico e cubico,
respectivamente. Isso se deve ao fato da perda da camada de estabilizacdo do
quantum dot que conduz a uma forte supressido de sua fluorescéncia
(RODRIGUES et al.,, 2014). Chen et al. (2006) desenvolveram uma
metodologia para determinagcdo de Hg(ll) empregando QDs tipo CdSe
recobertos com L-cisteina. Através da observagcao do efeito quenching nota-se
a interacdo entre nanoparticulas de CdSe com ions Hg(ll) através da

transferéncia de energia da superficie do QDs CdSe para os ions Hg(ll).

Freitas et al. (2014) propuseram QDs tipo CdSe-TGA que foram testados
como um possivel sensor para Hg”, onde observou-se o efeito de supressao
de sinal (quenching) da fluorescéncia dos QDs. Segundo os autores existe um
processo de transferéncia de elétrons entre o estabilizante, o acido tioglicolico,
e o ion Hg?, afetando assim o efeito de luminescéncia, pois nao foi observado
um deslocamento para o vermelho, quando se observa o espectro de emissao

do CdSe-TGA em diferentes concentragdes de ion mercurio.

Para os fons Ni*;Mn?*; Si**; Fe*"; e Ba** ndo existem dados na
literatura para explicar interagdo entre QDs e tais ions. Calculos tedricos e um
estudo mais aprofundado, também poderiam a ajudar no entendimento sobre o

mecanismo de supressao de fluorescéncia do quantum dots de CdSe-TGA.
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Il. 3.2. ESTUDO DE RAZAO VOLUMETRICA

Para o estudo da razdo volumétrica variou-se a propor¢cado entre o
tampéao e o QDs entre 1:1 e 1:5 (v/v), conforme apresentado na Figura 9. Nesta
Figura pode-se observar que a melhor razdo volumétrica foi de 1:3
(tampao/QDs), apresentando uma maior emisséo de fluorescéncia. Nas razdes
volumétricas de 1:1 e 1:2 a capacidade tamponante era anulada. Ja nas razbes
de volumétricas de 1:4 e 1:5 ocorria uma maior diluicdo do quantum dots
levando a diminui¢dao na intensidade da fluorescéncia e também ocorrendo a

quebra da capacidade tamponante.

Figur1a 9. Influéncia do pH sobre o sinal da fluorescéncia da reagao entre CdSe-TGA com 0,5
mg L™ Cr(lll)
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Il. 3.3. ESTUDO DO pH

Depois de estabelecer-se a melhor proporcdo volumétrica realizou-se o
estudo de pH. Na Figura 10, é apresentado efeito do pH sobre a fluorescéncia
da mistura solugdo tampao/QDs/Cr(lll). Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que a intensidade de fluorescéncia da reagao entre CdSe-TGA e o
Cr(lll) diminui com o aumento do pH. Pode-se verificar que a intensidade de
fluorescéncia, atingiu o seu maximo com o pH 4. Este pH refere-se a solugao
tamp3o acetato 0,1 mol L. Segundo Rodrigues et al.(2014), a diminuigdo da
intensidade de fluorescéncia de QDs em baixos valores de pH, deve-se a
diminuicdo da carga negativa da superficie do CdSe-TGA. No trabalho de
Freitas et al. (2014), os valores descritos para ¢ (potencial zeta) para grupos
carboxilos, provenientes do acido tioglicolico, quando estes sdo usados como
estabilizante es para nanoparticulas de CdSe, apresentaram valores entre -15
mV e -55 mV. Esta diminuigdo da carga negativa da superficie da nanoparticula
de CdSe, talvez possa promover uma melhor interagdao com ions Cr(lll)em pH
4. Em pH maior ou igual a 6, observa-se uma diminuicdo do efeito de
supressao da fluorescéncia, isso pode ser associado a fato de que nesta faixa
de pH ocorre a desprotonagdo dos grupos carboxilicos do acido tioglicolico,
aumentando assim a carga negativa dos quantum dots CdSe-TGA, afetando a

interacdo com o ion Cr(lll).

Figura 10. Influéncia do pH sobre o sinal da fluorescéncia da mistura entre CdSe-TGA com

Cr(lll)a0,5mg L

2,0

1,8 4

1,6: N

.
=o1,44 /

]l o
1,2 - ®

. L o P

1,0+ NNt

08 +——T—T——T T T




54

Il. 3.4. ESTUDO DO TEMPO DE REAGAO

Na Figura 11, é apresentado o estudo de interagdo entre os QDs e os
ions Cr(lIl). Observa-se abaixo de 50 s um maximo de fluorescéncia do sistema
QDs/Cr(lll)/solugcdo tampéao pH 4 e, apds 50 s notou-se o efeito de supresséo
de sinal resultando na diminuicdo da fluorescéncia, até a completa
estabilizacdo do sinal apdés 200 s (3 min e 20 s). Portanto empregou-se o
tempo de 200 s, para maximizar a frequéncia analitica da metodologia aqui
proposta.

Figura 11. Intensidade da fluorescéncia dos QDs versus tempo na presenga de Cr’",
concentracédo de 0,5 mg L. As fendas de excitacdo e de emissdo foram de 3 e 5 nm,
respectivamente. O sinal emissao foi monitorado a 551 nm.
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11.3.5 ESTUDO DE INTERFERENTES

Em relagdo ao efeito de interferéncia de ions inorganicos concomitantes,
uma solucdo contendo 0,50 mg L' de Cr(lll) foi adicionada de ions,
geralmente, encontrados no suplemento vitaminico que contem picolinato de
cromo. O experimento foi realizado sob as condi¢des previamente otimizadas,

onde se mediu primeiramente o sinal do branco e, posteriormente, os sinais
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referentes as adigdes sequenciais dos ions Cr*, K*, Zn**, Ca** e Na*. Os
resultados s&o mostrados na Figura 12. Nesta Figura, pode-se observar que
ndo houve interferéncia significativa para os ions K* (1000 mg L™); Zn®* ( 20
mgL"' ); Ca?* ( 1000 mg L") e Na* (1000 mg L'). Entretanto, para
concentragdes de Zn?* maiores que 20 mg L™, notou-se que a fluorescéncia do
sistema CdSe-TGA/Cr(lll) desaparece completamente.

Figura 12. Efeitos de ions inorgénicos sobre a resposta da fluorescéncia de QDs CdSe-TGA
e Cr(ll)a 0,50 mg L™
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Il. 3.6. FIGURAS DE MERITO

ApOs a otimizagdo da metodologia analitica, obteve-se os espectros de
fluorescéncia variando-se a concentragcao das solugdes de referéncia de Cr(lll)
na presenca do QDs de CdSe-TGA para a construgao das curvas analiticas e,
posteriormente, sua aplicagcdo na determinagdo de Cr(lll) em suplementos
vitaminicos. Os espectros de emissao de fluorescéncia da suspensao de CdSe-
TGA pode ser observado na Figura 13(A) e 13(B) nas faixas de concentragbes
de 0,1-1,0 mg L' e de 25-475 ng L™, respectivamente. Nota-se que em ambos
0s casos, 0 maximo de emissdo foi medido em 551 nm. Também se pode
observar que a intensidade de emissao de fluorescéncia do quantum dot CdSe-
TGA diminui, a medida que a concentragao de Cr(lll) aumenta. Observa-se na

mesma Figura 13(A), um desvio para o vermelho, ou seja, um desvio para
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comprimento de ondas maiores. Na Figura 13(C) um grafico de Stern—Volmer
(KEIZER, 1983) foi gerado, Fo/F versus concentracdes, entre 0,1 — 1,0 mg L™
de Cr(lll), onde uma equacédo de 2° grau € obtida, Fo/F = (2,24527 +
0,27047)C? + (0,22423 + 0,1969)C + (1,01644 + 0,02950), (r=0,995). Fy e F sdo
as intensidades de fotoluminescéncia na auséncia e na presenga da espécie
Cr(lll), respectivamente. Para baixas concentragdes, entre 25-325 ng L™ de
Cr(lll), Figura 13 (D), com uma equacéo linear Fo/F = (0,00337 + 0,00017)C +
(1,01239 + 0,03453) (r = 0,993).

Figura 13. Espectro de fluorescéncia do CdSe-TGA QDs na presenga de varias concentragdes
de Cr(ll) com as respectivas curvas analiticas plotadas como Fy/F, nas faixas de
mgL'(AeC)e(CeD)ngL™"
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O limite de deteccéo foi de 5,67 ng L™ Cr(lll) (3,3 *o/S) (n = 10) e o de
quantificagdo foi 17,19 ng L™ Cr(lll) (10 *o/S) foram estimados, onde o é o

desvio padrao para diferentes medidas do branco e S é coeficiente angular das



57

respectivas curvas analiticas. Assim, o desvio padrédo relativo (RSD) foi
estimado em 4,43% (n = 10).

Conforme relatado na literatura, o efeito de extincdo da emissao de
fluorescéncia do CdSe-TGA pode ser atribuido a formagao da espécie CrSe
com menor solubilidade do que CdSe, causando assim a sua precipitagdo ou
aglomeracdo (COSTAS-MORA et al., 2014). Outros autores também relataram
que os processos nao-radioativos podem ocorrer durante o estado excitado,
causando a transferéncia de energia entre do CdSe para o ion Cr(lll). Podendo
levar a formagao de um complexo entre essas duas espécies (WU et al., 2014).
Na Figura 13 (D) uma relacdo linear foi encontrada, de acordo com esses
dados o mecanismo para essa escala de concentragdes, poderia basear-se na
formacdo de ligagbes entre as espécies CdSe-TGA e a espécie Cr(lll),
induzindo a recombinagdo dos éxcitons, assim modificando as energias da
banda de valéncia e condugdo (RODRIGUES et al., 2014). A fim de se
entender esse mecanismo detalhadamente, s&o0 necessarios mais
experimentos, como medir os rendimentos quantico absolutos e tempos de vida
de luminescéncia das diferentes solugdes de CdSe e Cr(lll).

Na Tabela 3, sdo apresentadas as caracteristicas analiticas da
metodologia proposta. Comparando a metodologia proposta com a metodologia
desenvolvida por Zhao et al. (2013), pode-se observar uma melhora no limite
de detecgdo de 27 vezes (de 155 ng L™ para 5,67 ngL™). Com relagdo a
metodologia desenvolvida por Kanwal; Fu; Su (2010), a mesma apresenta
menores limites de deteccdo, entretanto, o trabalho utilizou-se de outro
principio espectroscopio, a quimioluminescéncia, que apresenta limites de
deteccdo melhores (mais baixos) quando comparada a fluorescéncia. O
trabalho proposto desenvolvido apresenta uma caracteristica dentro dos
principios de quimica verde, pois a sintese dos quantum dots empregados por
(KANWAL; FU; SU, 2010; ZHAO et al., 2013) sao uma metodologias sintéticas
convencionais, pois empregam agentes redutores perigosos, para reducao de
Te? (selénio) e S° (enxofre). No trabalho desenvolvido por Freitas et al. (2014) e
aplicado neste trabalho foram gerados ions Se* em um meio aquoso por via
eletroquimica. O processo é simples e versatil. Além de apresentar uma boa

reprodutibilidade sintética e estabilidade.
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Tabela 3. Caracteristicas analiticas de procedimentos que utilizam QDs para a
determinacao de Cr(lll)

Tipo de Faixa linear RSD Limite de Técnica Referéncias
QDs
(ngL™ (%) Detecgéo de detecgéo
(ng L")
CdTe- 1,1-1,55 1,7 0,31 Quimioluminescéncia Kanwal; Fu; Su
MSA' (2010)
ZnS-Mn- 520 - 15599 - 155 Fluorescéncia Zhao et al., (2013)
DBSA’?
CdSe- 25-325 4,43 5,67 Fluorescéncia Este trabalho
TGA®

'"MSA = acido Mercaptosuccinico; 2DBSA = albumina de soro bovino; *TGA =
acido tiogligélico

Il. 3.7. TESTE DE ADIGAO E RECUPERAGAO

Para a validacdo do método proposto, aplicou-se o teste de adigao e
recuperacao. Deste modo, em cinco amostras de suplemento vitaminico foram
adicionadas concentracdes de 50 ng L de Cr(lll), onde obteve-se valores
entre 82 a 98 % de recuperacgao, indicando assim auséncia de efeito de matriz
(TAVERNIERS; DE LOOSE; VAN BOCKSTAELE, 2004), conforme Tabela 4.

Tabela 4. Valores de recuperacdo em amostra de suplemento vitaminico
com adigéo de 50 ng L™ Cr(lll)

Amostras Quantidade encontrada Recuperado RSD(%)

Cr(lll) (ng L™ (%)
1 41+2 82,0 1,91
2 48 + 2 96,7 1,65
3 48 + 2 96,1 1,81
4 48 +3 96,5 3,44
5 49 + 1 98,0 0,99

Na Tabela 5, sdo apresentados os resultados obtidos pelo método
proposto e comparados com os resultados obtidos por espectrometria de
absorcao atébmica por chama (método de referéncia). Aplicando-se o Teste t de

Student para a comparacao das médias (fcaiculado = -0,08 € tiapelado = 2,31)
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pode-se afirmar que ao nivel de 95% de confianca ndo ha diferenca
significativa na diferenca entre as duas populagdes, pois 0 tcaiculado € Mmenor

que 0 ttabelado-

Tabela 5. Comparagcdo dos resultados obtidos, de Cr(lll) em amostras de
vitaminas, pelo método proposto, método oficial e os valores informados pelos
fabricantes (concentragdo nominal).

Amostras Concentracdo nominal Concentragdo encontrada ( mg L)
Método FAAS
proposto

1 70 77,30 £ 0,04 795
2 117 109+3 107 £5
3 40 39,2+0,5 43 +2
4 107 99+6 102+ 3
5 117 11312 114 £ 2
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Il. 4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que uma nova
metodologia para determinagao de Cr(lll) em suplemento vitaminico foi
desenvolvida com base na supressdo da fluorescéncia dos quantum dots
CdSe-TGA. A metodologia proposta apresentou sensibilidade para a
determinacdo de Cr(lll) (limite de deteccdo de 5,67 ng L), precisdo e exatiddo
nos resultados, quando comparado ao método de referéncia. A sintese do
quantum dots foi realizada em meio aquoso e sem utilizagdo de agentes
redutores para obtencdo de ions Se?, tornando-se assim uma metodologia de

facil aplicacao e com caracteristicas de “quimica verde”.
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GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO POR FOTOINDUCAO COM
EMPREGO DE QUANTUM DOTS, CdTe-
AMP, IMOBILIZADOS EM FILMES DE
SILICA.

Figura 14. Geragao de radicais O, por quantum dots tipo CdTe-AMP imobilizados em filmes de silica.

SRS

de Souza, G. C. S.; Ribeiro, D. S. M.; Rodrigues, S. S. M.; Paim, A P. S.; Lavorante, André
F.; da Silva, V. L.; Santos, J. L. M.; Aradjo, A. N.; Montenegro, M. C. B. S. M. Clean
photoinduced generation of free reactive oxygen species by silica films embedded with
AMP-CdTe quantum dots. RSC Adv., v.6.n.11.p.8563-8571,2016.



62

Il 1.1. GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO USANDO
QUANTUM DOTS

Espécies reativas de oxigénio (ERO) (do inglés, Reactive oxygen
species, e sua sigla correspondente, ROS) sdo moléculas altamente reativas
que podem ser produzidas por meio da redugao parcial do oxigénio molecular
(O2) (ADEGOKE; FORBES, 2015). ERO tém uma fungdo crucial no
metabolismo de seres vivos aerdbicos, pois tais moléculas desempenham o
papel de sinalizacdo celular, que pode ser definida como o processo
bioquimico de células de perceberem e corretamente responder a estimulos
proprios de seu microambiente celular. Exemplos de ERO incluem o oxigénio
singleto ('0,), peréxido de hidrogénio (H,0,), o anion radical superéxido (O; )
e o radical hidroxil (OH), além do &cido hipocloroso (HCIO). Apesar de ter um
papel essencial para os seres vivos aerébicos, a superproducao de ERO esta
associada ao desenvolvimento de doengas associado ao envelhecimento, tais
como doengas neurodegenerativas, cancer, artrite, aterosclerose, entre outros
estresses oxidativos (HUIE; NETA, 2002).

O desenvolvimento em larga escala de nanomateriais tais como:
nanotubos de carbono, fulerenos, quantum dots (QDs) e carbon dots, entre
outros, assim como seu emprego em seres Vvivos, in vivo, bem como em
analises ambientais tem despertado interesse para estudos do grau de
toxicidade desses materiais (COLVIN, 2003). Nanoparticulas semicondutoras
coloidais, como quantum dots (QDs), tém apresentado um consideravel
interesse para geragcdo de ERO, por causa de suas propriedades fisico-
quimicas, como por exemplo: altos rendimentos quanticos, uma boa
fotoestabilidade e por apresentar um espectro de emissdo molecular estreito,
em comparagao com fluoréforos convencionais. Além dessas propriedades, os
QDs podem ser obtidos em uma gama de comprimentos de onda (do visivel ao
infravermelho), dependendo do tamanho de particula, devido a propriedade de
confinamento quéantico que esses nanomateriais apresentam (CALLAN;
RAYMO, 1998).

Estudos iniciais sobre a possibilidade de geragdo de ERO com o

emprego de quantum dots, decorreram do fato das nanoparticulas
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apresentarem uma citotoxicidade consideravel. Um dos primeiros trabalhos
desenvolvidos nessa area foi realizado por Hoshino et al., o qual empregaram
QDs tipo core-shell de ZnS/CdSe, ou seja, nanoparticulas com um nucleo
constituido de CdSe (seleneto de zinco) com uma camada de ZnS e com 0 uso
dos estabilizante es, acido mercaptundecanoico, cisteamina e tioglicerol
(HOSHINO et al., 2004). Neste trabalho foi demonstrado que a toxicidade dos
QDs € devido aos estabilizantes e ndo ao core, ou seja, o nucleo metalico da
nanoparticula. Porém, os autores nao apresentaram uma discussao
abrangente sobre a real possibiidade do mecanismo de toxicidade.
Posteriormente, Derfus et al. relataram a citotoxicidade dos QDs CdSe e
CdSe/ZnS por apresentarem liberacdo de ions Cd** em hepatdcitos, células
encontradas no figado humano (DERFUS; CHAN; BHATIA, 2004). Esses
estudos conduzidos por Derfus et al. foram realizados in vitro, pois os autores
afirmam que ions Cd?** podem se ligar a grupos tidis das proteinas
mitocondriais, desta forma induzindo a ocorréncia de lesdo hepatica. Quando
grupos tidis de proteinas sao desativados leva-se ao estresse oxidativo e,
consequentemente, a disfungdo mitocondrial. Ainda neste trabalho os autores
sintetizaram o QDs CdSe/ZnS, pois o core composto por Cd, estaria protegido
por uma camada (shell) de ZnS, minimizando assim a liberagdo de ions Cd?".
Os autores relatam uma diminuicdo substancial da liberagdo de ions Cd®" no
meio celular, mas ndo uma diminuigdo significativa da citotoxicidade dos
quantum dots CdSe/ZnS.

Terapia fotodindmica €& o tratamento que utiliza um quimioterapico,
também chamado de agente de fotossensibilizagdo. Esse agente tem sua agao
desencadeada, quando é exposta a radiagdo eletromagnética na regido do
visivel ou ultravioleta. As espécies oxigénio singleto ('O,), peréxido de
hidrogénio (H,0,), o radical superdxido (O.7) e o radical hidroxil (OH) sao
quimicamente ativas contra células cancerigenas, porém nao possuem boa
seletividade (ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). O uso da terapia
fotodindmica como uma terapia contra o cancer €, particularmente, atrativo.
Devido a sua seletividade, pois os agentes de fotossensibilizagdo atuam numa

area restrita do tecido afetado do paciente, quando a luz é focada diretamente
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sobre a lesdo. A terapia fotodindmica, empregando agentes de
fotossensibilizagdo, para geracdo de ERO, resulta em destruicdo celular
bastante eficaz de células cancerigenas. Um estudo conduzido por Bakalova et
al., propde o emprego de quantum dots (QDs) bioconjugados afim de serem
utilizados como possivel tratamento fototerapico contra o cancer. Os autores
utilizaram o anti-corpo CD-90, como um marcador para cancer do figado
humano e o bioconjugaram com o quantum dot CdSe passivado com acido
dimercaptossuccinico (HAN et al., 2013). Bakalova et al., constataram a
geracdo de ERO quando o QDs de CdSe foi irradiado com radiagéao
eletromagnética na regido do ultravioleta. Os resultados apresentaram
respostas positivas em ensaios bioquimicos realizados com células, sugerindo
que QDs tem um potencial para geragéo de oxigénio singleto (BAKALOVA et
al., 2004).

Ipe et al. (IPE; LEHNIG; NIEMEYER, 2005) reportaram um estudo
sistematico sobre a geragao de radicais em solugéo aquosa por fotoirradiagéao
de QDs CdS, CdSe e CdSe/ZnS ( core/shell) passivados com &cido tioglicélico.
Os autores empregaram a técnica de espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletrénica (EPR, electron paramagnetic resonance). Essa
técnica é amplamente utilizada para realizagao de estudos com a finalidade de
identificar espécies quimicas que apresentem elétrons desemparelhados. Os
autores observaram sinais relativos a geragao de duas espécies diferentes de
radicais 0 O, e o *OH". Esse estudo confirmou a presenca majoritaria do anion
radical superdxido, O, . Um ensaio fluorimétrico foi empregado para corroborar
os resultados obtidos com EPR, que consistiu na irradiacdo de QDs por
radiacdo ultravioleta, na presenga da enzima superéxido dismutase (SOD), que
converte anion radical superéxido, O, ", a moléculas de H,O, e O,. Segundo os
autores, quando irradiado o quantum dot origina uma lacuna quéntica na sua
estrutura cristalina, essa lacuna tem como nome electron-hole (do inglés
elétron-buraco). O band gap CdS e CdSe QDs sdo aproximadamente igual a
3,0 e 2,2 eV, respectivamente. O potencial redox da banda de conducédo CdS
CdSe QDs é 0,4 e 0,1 eV, respectivamente. O potencial redox da reacéo

0,—0," é 0,15 eV. Numa solucdo aquosa espécies quimicas como O, e OH"
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estdo presentes, pois o O, atmosférico dissolve-se facilmente em solugdes
aquosas. O OH" esta presente por causa da autoionizag&do da agua, que apesar
de ser pequena precisa ser considerada. Portanto, ndo se observou o radical
superoxido, O , produzido a partir do CdS, mas sim a sua produgdo com o CdS
QDs. Este resultado esta de acordo com os valores dos potenciais redox,
porque o poder de redugao do potencial de banda de condugéao doe CdSe (-0,1
eV) é insuficiente para reduzir o O, (- 0,15 eV).

l.1.2. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS ANALITICAS
BASEADOS NA GERACAO DE ERO

Metodologias analiticas, que se utilizaram das propriedades de geragao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) s&o pouco exploradas. O primeiro
trabalho que relata o emprego de ERO em quimica analitica foi reportado por
Silvestre et al. onde empregou-se QDs CdTe passivado com acido
mercaptopropiénico (SILVESTRE et al., 2011) para promover a fotocatalise de
varios compostos organicos, apo6s irradiagcdo com luz ultravioleta para a
determinacdo da demanda quimica de oxigénio (DQO). O objetivo dessa
determinacgdo € avaliar a qualidade da agua disponivel para consumo ou para
outras finalidades servindo também como paréametro para avaliar as de um
ecossistema. O procedimento foi aplicado para a determinagdo de DQO em
amostras de referéncias certificadas de aguas residuais. A determinacéo de
DQO é baseada na reacdao redox do Iluminol, 5-amino-2,3-dihidro-1,4-
ftalazinadiona, com o radical superoxido O, ", sendo previamente gerado pelo
QDs CdTe-AMP em meio basico, produzindo uma reagdo com resposta
quimioluminescente, em 445 nm, conforme mostra a Figura 15. Em seguida, a
solucdo padrao ou a amostra real de DQO € adicionada, produzindo uma
supressdo do sinal de quimioluminescente gerado anteriormente. Para
manipulacdo de reagentes e solugbes foram empregadas minibombas
solenoides, estabelecendo um gerenciamento independente de solugbes e
resultando na automacdo da metodologia analitica (MELCHERT; REIS;
ROCHA, 2012).



66

Figura 15. A oxidagdo do Iluminol pelo radical superéxido em meio alcalino, produzindo 3-
aminoftalato, em que emite radiacao eletromagnética na regido do visivel.

NH, o}

A metodologia proposta permitiu a determinagdo das concentragdes de
DQO entre 1-35 mg L™, com uma boa preciséo (desvio padréo relativo menor
que, 1,1%, n = 3) e uma frequéncia de amostragem de cerca de 33 h™". Um
sistema de analise em fluxo, baseado no conceito de analise em fluxo por
simples interface (do inglés, single interface flow analysis, SIFA) foi montado
para realizagdo da determinacdo de DQO (SILVESTRE et al., 2008). Segundo
Silvestre et al., medidas de quimiluminescéncia tém caracteristicas inerentes a
mesma, por exemplo: amplas faixas lineares de resposta, cinéticas de reacao
rapidas e uma excelente sensibilidade. Dessa maneira, fez-se necessario a
implementagcdo de um sistema de analise em fluxo, baseado no conceito de
SIFA, para um controle eficaz das variaveis fisicas, visando uma facil
manipulagdo de amostra e reagentes no sistema, bem como sinais analiticos
altamente reprodutiveis. Um estudo interessante, realizado neste trabalho, é a
influéncia da concentragdo de quantum dots na geragdo de ERO, assim como
o tamanho dos QDs de CdTe-AMP. Segundo os autores essas duas variaveis
sdo cruciais na geragdao de radicais, pois influenciam substancialmente na
sensibilidade do sistema analitico. A concentracdo das QDs em solucao foi
estudada entre 4,2 x 10 e 4,2 x 107" mol L™". Observou-se que, um aumento
do sinal do branco analitico com o aumento da concentracédo QDs, até 5,6 x 10
" mol L7 fazendo com que essa concentracdo fosse escolhida. Quanto ao
tamanho dos QDs, Silvestre et al.,, afirma que QDs com tamanho maior,
especificamente de tamanho 3,1 nm, podem ter uma facilidade em gerar

espécies reativas de oxigénio, por causa do menor gap necessario para
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promover um elétron da banda de valéncia para a de condugdo, em um
quantum dot. Dessa forma, facilitando de uma formacao de uma vacancia entre

as bandas de valéncia e conducao.

Hemmateenejad et al., desenvolveram um novo ensaio para atividade
antioxidante (HEMMATEENEJAD et al., 2012). Neste trabalho os autores
utilizaram quantum dots CdTe passivado com L-cisteina. Uma nova
metodologia foi estabelecida, baseada na geracdo de espécies reativas de
oxigénio pela exposicdo de CdTe sob radiagdo ultravioleta a 254 nm. Os
autores sugerem o oxigénio singleto ('O,) ser a espécie quimica gerada pelo
CdTe. A prova desse argumento vem do fato da azida sédica, NaN3;, quando
adicionada a uma solugdo de CdTe, provoca supressdo de '0,. Logo,
diminuindo a quantidade da espécie 'O, Portanto, neste trabalho foi estudado
o efeito de seis antioxidantes, compostos polifendlicos como: quercetina, acido
tanico, acido caféico, acido galico, naringina e trolox, com o auxilio de CdTe
QDs.

Ribeiro et al. propuseram a utilizacdo de luz visivel gerada pela
utilizacdo de LEDs (do inglés, light emission diode) para gerar radicais
(RIBEIRO et al., 2012). Os autores argumentam que a radiacao
eletromagnética visivel gerada pelo LED era mais do que suficiente para
desencadear o processo de geragdo de radicais, dispensando, assim o uso de
ldmpadas ultravioleta, que haviam sido utilizadas nos trabalhos anteriormente
citados (HEMMATEENEJAD et al., 2012; SILVESTRE et al., 2011). A radiagéo
ultravioleta em termos de manipulagdo da radiagcdo gerada € mais prejudicial
para desenvolvimento de metodologias analiticas para o operador, como
também pode provocar uma variacdo da temperatura do meio, onde os
quantum dots estdo presentes, trazendo problemas na reproducao de dados
analiticos. No trabalho reportado por Ribeiro et al., foi desenvolvido um sistema
de analise em fluxo baseado no conceito de multicomutag&do, visando um
melhor controle das variaveis fisico-quimicas do sistema, assim como uma
diminuicdo na geragdo de efluentes pelo sistema. Essa metodologia foi
empregada para a determinagao de epinefrina em formulagbées farmacéuticas.
A faixa linear de 1,14 x 107" - 2,28 x 10® mol L™ de epinefrina (r = 0,9953; n =
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5) foi alcangada. A frequéncia analitica foi de cerca de 79 determinag¢des por
hora. Um limite de deteccéo estimado em 8,69 x 10 mol L™.

Sasaki et al. desenvolveram um trabalho com objetivo de combinar as
caracteristicas favoraveis da técnica de quimiluminescéncia e o conceito de
multicomutacdo em fluxo, para a determinacido de acido ascoérbico em
formulacdes farmacéuticas (SASAKI et al., 2014). Foram empregados quantum
dots CdTe passivado com L-glutationa reduzida, para geragao do anion radical
superoxido O, . Dessa maneira, esse radical oxidava o luminol e formava um
estado de transicdo instavel, em termos de energia. Esse estado emite
radiacao eletromagnética na regido do visivel, em 445 nm. O acido ascorbico &
uma molécula quimica com propriedades antioxidantes, sendo que esse pode
inibir a reacdo de oxidacdo entre o anion radical superéxido O, e luminol.
Neste trabalho, obteve-se uma faixa linear de trabalho entre 5,0 x 107 - 5,0 x
10 mol L™ (r = 0,9967, n = 5), um limite de detecgdo de 3,05 x 10" mol L' e

uma frequéncia analitica de 200 determinagdes por hora.

Rodrigues et al. desenvolveram uma metodologia analitica para a
determinacdo da capacidade antioxidante em amostras de alimentos, por
radiacdo eletromagnética visivel, utilizando como fonte de radiagéo visivel um
LED e a multicomutagdo em fluxo para automagdo da metodologia analitica.
(RODRIGUES et al., 2015). Neste trabalho, quantum dots de CdTe passivados
com L-glutationa geraram o radical superéxido, 0., que reage com o luminol,
gerando assim um sinal analitico quimiluminescente. Desse modo, obtiveram
uma resposta linear entre 0,0001 e 0,005 mmol L de Trolox e limite de
detecgdo estimado em 0,00005 mmol L. A metodologia permitiu uma
frequéncia analitca de 79 h'. O Trolox, ou o acido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico, €& amplamente utilizado para medir a
capacidade antioxidante de substancias. Os autores propuseram uma hipotese
acerca da natureza da geragéo de radicais por QDs CdTe considerando que o
tamanho de QDs CdTe de 3,4 nm e sabendo-se que o potencial redox (PR) da
banda de conducgao, assim como o valor para a banda de valéncia e o potencial
redox para gap entre essas duas ultimas bandas sdo 1,21V, 0,91 Ve 2,12V,

respectivamente, adotando o eletrodo de hidrogénio como referéncia,
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Rodrigues et al. argumentam entdo, ser necessario um potencial acima de 1,8
V, para oxidar o H20 a *OH" (Eon™_-+on) = -2,8 V), assim, concluem que o unico

radical formado seria o superéxido O, " (EQ,_ Oy = -0,33 V).

Santana et al. relataram um novo método para determinagao de
persulfato baseado na quimiluminescéncia, causada pela oxidagao do luminol
(SANTANA et al.,, 2015). Um sistema em fluxo foi desenvolvido para
automacao do procedimento analitico proposto nesse trabalho. Os autores
promovem a decomposicdo do ion persulfato S,0s%, a fim de produzir radicais
livres de sulfato, SO4 . Os autores argumentam que, dependendo do tamanho,
QDs CdTe-AMP possuem um gap de energia entre a banda de valéncia e de
condugao entre 1,8 a 2,4 eV. Nesse trabalho, os autores concluem que a
banda de valéncia e de condugdao possuem valores de potencial redox de
+0,94 e de -1,3 V, respectivamente. Dessa maneira, os QDs séo
potencialmente eficazes para reduzir O, e para oxidar moléculas de H,O para
produzir ERO. Com esse método foi possivel estabelecer uma frequéncia
analitica de 60 determinagdes por hora, uma faixa de linear de resposta foi
estabelecida entre 0,1 e 1 mmol L e um limite de deteccéo de 2,7 mmol L™ foi

estabelecido.

lI.1.3. PROCESSO SOL-GEL NA IMOBILIZAGAO DE QUANTUM
DOTS

O processo sol-gel tem ganhado importancia na ciéncia, bem como na
industria durante os ultimos 30 anos. Este € um método interessante para a
sintese de materiais poliméricos com a finalidade de obtencao de filmes com
espessura na escala de micrometros. Esse processo permite preparar filmes
com superficies lisas e homogéneas (CIRIMINNA et al., 2013). Nesse processo
quimico, no qual nanoparticulas solidas, entre 1-100 nm de tamanho,
aglomeram-se conjuntamente para formar uma rede tridimensional continua.
As reacgbes baseadas no processo sol-gel que empregam agentes sililantes,
também chamados de compostos de organosilicio, os quais contém ligagdes
covalentes entre os atomos de carbono e silicio, processam-se por meio da
hidrolise dos grupos dos alcéxidos para formacédo da rede de silica como

descrito pela equacao 8.
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Si(OR)s + 3H,0 — Si(OR)(OH); + 3ROH eq. 8

O segundo passo desse processo consiste na formagao do sol, onde
ocorre a reagao de condensagao do grupo =SiOH, o qual forma a ligagao =Si-
O-Si= e, simultaneamente, elimina-se moléculas de H,O no processo de
polimerizagdo formando-se o estado de gel, conforme a equagdo 9
(CIRIMINNA et al., 2013; SINGH et al., 2014)

=Si-OH + HO-Si= — =Si-O-Si=+ H,O0  eq.9

O processo sol-gel de fabricacdo de filmes finos oferece vantagens
potenciais sobre técnicas tradicionais tais como, deposi¢cdo quimica em fase
vapor, evaporagdo em vacuo e deposic¢ao fisica de vapor. Se for considerado o
processo de deposicdo do substrato sobre um suporte sodlido visando a
obtencdo de filmes, algumas vantagens podem ser citadas como: o
desenvolvimento de deposi¢ao ocorre a baixa temperatura; é possivel controlar
a espessura, com obtencao de filmes finos; e a possibilidade de fabricacdo de
filmes transparentes. Além disso, o processo sol-gel para obtengdo de filmes
apresenta um custo menor em termos de equipamento, quando consideradas
as técnicas convencionais (ATTIA et al., 2002; JANI; DUAN, 2015).

Com relagao aos quantum dots, a fim de se preservar as propriedades
fisico-quimicas e luminescentes, bem como reduzir a citotoxicidade dos
mesmos, algumas metodologias tém sido descritas para efetuar a imobilizagao
de tais nanoparticulas fluorescentes (BERA et al., 2008; KORALA et al., 2013;
MASHFORD et al.,, 2011; PASSOS et al., 2014; ZHANG; YANG; MURASE,
2013). Entretanto, uma das metodologias mais amplamente estudada, a fim de
efetuar a imobilizacdo de quantum dots, tem sido o processo sol-gel. A
imobilizacdo de quantum dots em matriz de silica, produzida pelo processo sol-
gel, oferece vantagens como a estabilidade contra ambientes oxidantes e
protecdo contra a radiacdo ultravioleta fornecendo fotoestabilidade aos
quantum dots presentes. Contudo, alguns procedimentos relatados na literatura
tém apresentado dificuldades na imobilizacdo das nanoparticulas coloidais

semicondutoras.
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Alguns autores tém relatado que QDs quando disperso na fase sol podem
agregar-se e assim perderem suas propriedades fotoluminescentes (MASHFORD et
al., 2011). A principal vantagem de imobilizagdo de quantum dots via processo sol-gel
é a possibilidade de obtencdo de vidros fluorescentes a baixa temperatura,
conservando assim uma das principais caracteristicas dessas nanoparticula, a
luminescéncia e a fotoestablidade. Além disso, a tecnologia para o desenvolvimento
de filmes por esse processo permite a incorporacdo de nanoparticulas com a produgao
de filmes com controle de espessura, evitando ainda o crescimento, agregacao e
oxidagao dos QDs, o que o torna muito atrativo para essa finalidade. A grande maioria
dos procedimentos para imobilizagdo de QDs em estruturas de silica pelo processo
sol-gel emprega quantum dots com agentes estabilizante es hidrofébicos (BERA et al.,
2008; CHENG et al., 2014; DARBANDI; THOMANN; NANN, 2005; GERION et al.,
2001; SASHCHIUK et al., 2002; SELVAN et al., 2001; SPANHEL et al., 1987; YANG,
2012). Procedimentos que envolvem QDs com agentes estabilizante hidrofilicos séo
também relatados na literatura (LI; ANDO; MURASE, 2004a, 2004b; LI; MURASE,
2004; SUN et al., 2015; YANG; LI; MURASE, 2005; ZHANG; YANG; MURASE, 2013).
A imobilizacdo de quantum dots em uma superficie solida pode ser uma forma
alternativa para assegurar a sua reutilizagdo continua, visando futuras
aplicagdes em quimica analitica. Portanto, a sua imobilizagdo pode levar a uma
utilizagao racional dos mesmo, pois se evita assim o aumento da geragao de
efluentes, quando da utilizagdo dessas nanoparticulas em procedimentos de
analise quimica. Um ponto basico sobre metodologia de imobilizagdo de QDs é
a preservacado de suas propriedades otica e reatividade quimica. Portanto,
como a presente metodologia demonstrou ser eficaz na preservagao das
propriedades oticas dos QDs, desse modo se fez necessario demonstrar a

reatividade quimica do CdTe-AMP QDs imobilizado em silica.

No presente trabalho sera apresentada a imobilizagdo do quantum dot
CdTe-AMP em matriz de silica por uma via simples e com objetivo da produgéo
de filmes com o agente sililante TMOS pelo processo sol-gel em condi¢des de
catalise acida. Com a metodologia aqui apresentada, foi possivel produzir
espécies reativas de oxigénio (ERO) por meio da irradiagdo do material com
radiacdo eletromagnética na regido do visivel. A deteccdo das ERO foi
realizada com emprego do reagente luminol, o qual foi oxidado e gerou um

sinal de quimioluminescéncia.
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ll.2. MATERIAL E METODO
lll.2.1. MATERIAL

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (18 MQ cm'1)
e com reagentes de alto grau analitico. Os reagentes listados a seguir foram
adquiridos da Sigma—Aldrich®: etanol absoluto (CHgO, 99,8%), 3-
aminopropiltrietoxisilano, (CgH23NO3Si, 3-APTS), cristal violeta (CasH30N3Cl,
CV, 90%), cloreto de cadmio (CdCl,, 99%), acido 3-mercaptopropiénico (AMP,
C3HsO2S, 99%), metanol (CH40, 99,8%), acido nitrico (HNOs, 70%), telurio em
p6 (Te®, 200 mesh, 99,8%), tetraetilortosilicato (TEOS, 98%, CgH2004Si),
tetrametilortosilicato (TMOS, 98%, C4H1204Si), triton™ X-100, borohidreto de
sédio (NaBHs, 99%), Iluminol, 5-amino-2,3-di-hidro-1,4-fitalazinadiona
(CgH7N302, 99%), e hidréxido de sédio (NaOH, 99%).

Uma solugao estoque de NaOH 1,0 mol L' foi preparada dissolvendo-se
4,00 g do reagente em 100 mL de agua deionizda. Uma solugdo estoque de
luminol 1,0 x 102 mol L™ foi preparada dissolvendo-se 177,1 mg do reagente
em 100 mL de agua a qual foi mantida sob temperatura de 4 °C e protegida
da luz ambiente. Todas as solugdes de trabalho foram preparadas por simples

diluicdo das solugdes estoque.

No procedimento de sintese dos QDs e confecgdo e caracterizagdo dos
filmes empregou-se uma centrifuga refrigerada ThermoElectron Jouan BR4I
(Waltham MA, USA); uma bomba peristaltica (Ismatec®) com tubos de Tygon®,
para transferéncia da solugdo de NAHTe; spin coater Laurell WS-650-23B para
obtencdo de filmes de silica obtido pelo processo sol-gel; um leitor de
microplaca multi-mode reader (Cytation 3, BIO-TEK), acoplado com um
fluorimetro, para otimizagdo do processo sol-gel; e espectrofotometro de duplo
feixe V-660 (Easton, MD,USA) para aquisicdo de espectros de absorgao dos
quantum dots dispersos em agua. Um espectrofotdmetro de duplo feixe V-660
(Easton, MD,USA) foi usado para aquisicdo de espectros de absorgdo dos
quantum dots dispersos em agua. Espectrofluorimetro modelo Fluorolog Tau-3

Lifetime (Horiba Jobin Yvon, NJ, USA) foi empregado para adquirir espectros



73

de emissdo, assim como para medir os tempos de meia vida, utilizando a
modulagdo de frequéncia, o Ludox foi usado como solugao de referéncia (T =
0.00 ns). Para as medidas de rendimento quantico absoluto um
espectrofluorimetro Hamamatsu modelo Quantaurus QY C11347-11 contendo
uma esfera de integracdo foi usado. A morfologia e tamanho das
nanoparticulas foram investigadas por meio de um microscopio de transmissao
eletrénica de alta resolu¢do JEOL JEM 3010 (Tokyo, Japan), que foi operado
com uma aceleragéo de 300 eV de voltagem. A morfologia dos filmes de silica
formados foi estudada com o emprego de um microscopio eletrénico de
varredura ambiental MEV/EDS Quanta 400 FEG ESEM / EDAX Genesis X4M,
e com auxilio da espectroscopia de raios-X por dispersdo em energia (EDS) foi
realizada a caracterizagdo quanto a composicao dos filmes de silica. Um
microscopio de fluorescéncia Tecnai-20 (Philips-FEI) composto por um
epifluorescence  microscopio (Eclipse TE300, Nikon), Policrome I
monocromador (TILL Photonics, Martinsried, Germany) e uma cadmera CCD
(C6790; Hamamatsu Photonics, Hamamatsu,Japan) foi utilizado para gerar

imagens de fluorescéncia.

Um sistema em fluxo baseado no conceito de multicomutacéo
empregando minibombas solenoides, modelo 120SP (Bio-Chem Valve Inc.
Boonton, NJ, USA) e tubos de polietileno de 0,8 mm (d.i.= didmetro interno)
foram utilizados, visando uma maior sensibilidade de deteccdo e uma alta
eficiéncia na geracdo de ERO. Os dispositivos de bombeamento apresentam
uma capacidade de bombeamento de 10 uyL por pulso. Como detector foi
empregado um quimioluminédmetro modelo CL-2027 (Jasco, Easton, MD, USA)
composto por uma cela de quimioluminescéncia em formato helicoidal de
politetrafluoretileno com diametro interno de 0,8 mm e volume 100 yL. Também
foi desenvolvido um programa escrito em linguagem LABVIEW 8.5 para
aquisicao de dados e controle das minibombas, assim como, uma interface
eletrénica foi confeccionada em laboratério usando o circuito integrado
ULN2803A, operando com 12 V, o qual estava acoplado a uma interface
USB6009, (National instruments) para o controle e acionamento das

minibombas. Uma coluna foi confeccionada em Perspex com 40 mm de
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comprimento e 2,5 mm de didmetro interno para ser posicionado o filme SiO,
com o quantum dot CdTe-AMP imobilizado. A coluna foi colocada em frente a
uma lampada de LED, modelo Parathorm R50 40 daylight, com 6 W de
poténcia emitindo luz branca com um fluxo luminoso de 240 lumen. Uma |a de
algodao foi colocada na extremidade final da coluna para evitar a perda de
silica por lixiviagdo. Em fungdo do tempo de vida das ERO, o sinal de
quimioluminescéncia tem tempo meia vida curto assim, o tamanho do caminho
analitico entre o ponto de confluéncia X e detector D foi fixado em 3 cm, menor

comprimento possivel, de acordo com a montagem do sistema proposto.
I1l.2.2. METODO
111.2.2.1. Sintese do CdTe-AMP quantum dot

A relagdo molar de Cd*": Te*: AMP foi fixada na seguinte razdo molar
1:0,05:1,7, respectivamente, para a sintese do quantum dot CdTe com o
agente estabilizante AMP, conforme descrita por Zou et al. (2008). Esse
procedimento sintético esta resumido na Figura 16.

Figura 16 Procedimento para obtengédo do quantum dot CdTe-AMP.

1 2 3
Te® + NaBH, — NaHTe Cd?* MPA — Cd(MPA)* +H*
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A etapa 1 consiste na completa reducéo de 2,99 x 10™* mol de Te® com
4,7x107% mol de NaBH4 em atmosfera de N, em 15 mL de agua destilada. Para
a reducao total do Te? e NaOH, consequentemente, a producao da espécie
NaHTe, a mistura Te® / NaBH, foi mantida sob agitacdo e refluxo a 85 °C,
durante 30 min. A solucédo resultante da etapa 1 possui uma coloragédo roxa,
devido a espécie NaHTe. A solugédo foi entdo transferida (etapa 2) com o
auxilio de uma bomba peristaltica para um baldo de reagao sob refluxo (etapa
3) contendo 6,59 x 107 mol de CdCl, e 1,02 x 1072 mol de AMP em 120 mL de
agua destilada sob atmosfera de N, e pH 11,5. A solugao teve seu pH ajustado
para 11,5 com uma solucdo de NaOH 1,0 mol L', para a formagdo do
complexo Cd(AMP)". Com adigdo de NaHTe, tempo de refluxo de 1h e
temperatura de 100 °C, a mistura da etapa 3 adquiriu uma coloragcao vermelho
rubi. Posteriormente, a suspensao foi precipitada em etanol absoluto e,
subsequentemente, separada por centrifugagdo, seca com o auxilio de
dessecador contendo silica, obtendo assim, as nanoparticulas de QDs de
CdTe-AMP.

111.2.2.2. Fabricagao de filmes de silica luminescente por spin coater

O sol-gel SiO;, foi preparado misturando-se 2 mL de TMOS, 2 mL de
Triton™ X-100, 8 mL de metanol e 1 mL de HNO3; (1 mol L'1). A mistura foi
colocada em um becker de Teflon®de 50 mL protegido por um vidro de relégio.
A mistura foi agitada vigorosamente por 10 h com o auxilio de um agitador

magnético.

Cerca de 200 mg de CdTe-AMP quantum dot foi disperso em 3 mL de
uma solucdo ibnica contendo Cd?*/AMP, pH 10, na relagdo molar 1:3
(Cd**AMP), conforme descrita por Yang; Murase (2010). Para producéo de
filmes luminescentes empregou-se a técnica de “spin coater” (ATTIA et al.,
2002).
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Figura 17. Procedimento para preparacao de filmes luminescente por spin coater
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Na Figura 17, acima, é apresentado, em resumo, as etapas de
confeccdo dos filmes propostos. Na etapa 1, 3 mL de solucdo CdTe-AMP é
disperso no sol-gel de SiO,, preparado anteriormente, e agitado vigorosamente
por 10 min. Na etapa 2 o sol-gel adquire uma coloragdo vermelha e uma
textura de gel, com forte intensidade de luminescéncia. Para obtencdao dos
filmes de silica luminescentes, se realizou a deposi¢cdo do sol-gel sobre
pedacos de vidro, tipo soda lima. Para maximizar o processo de deposicado, a
superficie do vidro teve seus grupos silandis ativados pela imersdo desses em
uma solugao de HNO3;, HNOs/agua 1:1 (v:v), por 24 h. Depois o vidro foi lavado
com agua deionizada, acetona e seco numa estufa por 30 min a 100 °C. A
formagdo do filme consistiu no recobrimento da superficie do vidro pelo
material (etapa 3), onde 1,0 mL do xerogel luminescente foi colocado no
equipamento de spin coater, assim como o pedaco de vidro. Parametros como
velocidade de injegao do material e frequéncia angular, ou seja, rotagbes por
minuto (r.p.m.), foram otimizados preventivamente. Para a deposi¢cao do
xerogel na superficie vitrea realizou-se a injegdo do mesmo, a qual durou cerca
de 1 s a 500 r.p.m.. Posteriormente houve um aumento para 2500 por 2 min, a
fim de se obter um filme com uma distribuicdo de material homogénea. Os

filmes formados foram secos a temperatura ambiente por 48 horas.
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11.2.2.3. Sistema em fluxo multicomutado para geragcao e deteccao
de ERO

O diagrama em fluxo para a geragcao de espécies livres de oxigénio em
fluxo por meio do quantum dot, CdTe-AMP, imobilizado em silica foi baseado
no conceito de multicomutagédo associado com as minibombas solenoide, como

mostrado na Figura 18.

Figura 18. Diagrama do sistema em fluxo proposto para geragéo e detec¢édo de ERO. P4, P,, P3
sdo as microbombas; X, ponto de confluéncia; U.F.A., unidade de fotoativagao, inserida dentro
de uma caixa de policarbonato; D, detector quimioluminémetro; L, luminol a 0,50 mmol L" em
25 mmol L' de NaOH; Lampada LED, L, descarte.
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O controle das variaveis do sistema proposto, numero de ciclos
amostragem, frequéncia de acionamento, numero de pulsos das minibombas e
tempo de aquisicdo dos dados foram realizados empregando um programa
desenvolvido em linguagem Labview 8.5. Para a detec¢cdo empregou-se o
quimioluminémetro, obtendo-se sinais transientes (volts versus tempo). As
minibombas solenoide P, P, e P3; foram acionadas com intervalo de tempo de
0,4 s, ou seja, uma vazao de 1,50 mL min™, que equivale a 2,5 Hz de

frequéncia de acionamento. Inicialmente, todos os percursos analiticos foram
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preenchidos com as solugbdes correspondentes, Figura 17. A sequéncia de
acionamento das minibombas € apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Sequéncia de acionamento das minibombas.

Geragaode ERO Etapa Py P, P; Pulsos Ciclo
Preenchimento 1 1/0*  0O* 0 15 -

com os reagentes 2 0 1/0* 0 15 -

3 0 o 1/0* 15 -

4 0 o 1/0* 15 -

Estabelecimento

de linha de base

Amostragem e 5 1/0 0 0 15 1
deteccao 0 1/0  1/0 15

6 0 0 1/0 80 -

*O acionamento de uma minibomba solenoide é representado pelos cédigos 0, no qual indica a
desativagao do dispositivo, e 1/0 indicando o acionamento da minibomba.

As etapas (1-3) correspondem ao preenchimento do sistema com
reagente (luminol) e carregador (agua) utilizando as minibombas P, P, e Ps,
com 15 pulsos para cada minibomba ser preenchida com as respectivas
solucdes. A linha de base foi estabelecida pela ativacdo da minibomba P3
(etapa 4). A geragao de ERO tem inicio com acionamento da lampada de LED
e ativagdo das minibombas P4 por 6s (15 pulsos), e em seguida P, por igual
periodo. Deste modo, a zona de amostragem composta por agua (onde se gera
a ERO) e luminol é transportada até o detector. Posteriormente, a limpeza do

detector é realizada pelo acionamento da minibomba P3 por 32 s (80 pulsos).
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I1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. SINTESE E CARACTERIZAGAO DO QUANTUM DOT CdTe-
AMP

O tamanho do quantum dot é um aspecto importante, pois contribuem
com suas principais caracteristicas oticas, tais como altos rendimentos
quanticos, assim como alto coeficiente de absortividade molar e um amplo
espectro de absor¢cdo. Uma caracteristica notéria no espectro de absorgcao e
emissdo dessas nanoparticulas estd ligada ao regime de confinamento
quantico, onde a medida que o tamanho quantum dot aumenta, seu band gap
diminui, dessa forma o comprimento de onda de emissdo e absor¢cao sofrem
desvios para a regidao do vermelho. O espectro de absor¢do e emissao de
fluorescéncia normalizada do CdTe-AMP sintetizado € mostrado na Figura 19,

abaixo.

Figura 19. Caracterizagao espectrométrica do CdTe-AMP. Linha A, espectro de absor¢éo do
CdTe-AMP, com absorgdo maxima em 587 nm. Linha B, espectro emisséo de fluorescéncia,
excitagao 400 nm, emissao maxima, 606 nm.
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Um alto rendimento quantico depende da minimizacdo dos defeitos de
superficie dos QDs. A geragao de radicais com emprego de quantum dot tem
se mostrado com melhor eficiéncia, quando se empregou QDs com band gap
menor (RIBEIRO et al., 2012). Isso se deve ao fato de elétrons da banda de
valéncia precisarem de menos energia para serem promovidos para banda de
conducgéo, dessa forma facilitando a formagéo de cargas positivas na banda de
valéncia. Essas cargas s&o responsaveis pela reagao redox com O, dissolvido
na agua gerando a espécie 0, ". Portanto, selecionou-se a propor¢cdo molar de
1:0,05:1,7 (Cd*:Te*:MPA), previamente estudada, permitindo assim a
obtencdo de QDs que emitem na regido do vermelho do espectro visivel, com
606 nm de emiss&do maxima, e rendimento quantico de 22% (RIBEIRO et al.,
2012; SILVESTRE et al., 2011). Pode-se observar na linha A, Figura 18, um
espectro de absorcdo amplo com o comprimento de onda de absorcdo maxima
em 587 nm. O espectro de emissdo de fluorescéncia, linha B, Figura 18,
apresentou-se simétrico, com largura a meia altura (do inglés, Full Width at Half
Maximum,FWHM ) de 57 nm, e emissdo maxima em 606 nm. A diferenga de
energia entre os dois maximos de comprimento de onda (absor¢ao e emissao)
pode levar a obtengao do band gap da nanoparticula, que foi calculado em 2,06
eV YU et al. (2003).

As caracteristicas observadas nos espectros da Figura 19, indicam a
obtencdo de quantum dots monodispersos e homogéneos em termos de
distribuicao com relacdo ao tamanho. O tamanho médio dos QDs foi estimado

de acordo com férmula empirica proposta por YU et al. (2003):
D = (9,8127x107)A® = (1,7147 x 1073)A\? + (1,0064)A - (194,84) Eq. 10

onde A corresponde ao comprimento de onda para o maximo do espectro de
absorcdo da nanoparticula. Aplicando-se a equacdo 10, o tamanho foi

estimado em 3,5 nm.

Em seguida, foram realizadas imagens de microscopia de transmissao
de alta resolugéo (do inglés, high resolution tramission microscope, HRTEM) do
CdTe-AMP conforme mostrada, Figura 20. Pode-se observar nesta Figura, que

os QDs apresentam um formato esférico, cujo tamanho das nanoparticulas
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mostrou uma distribuigdo com uma populagdo majoritaria de tamanho estimado
em aproximadamente em 3,5 nm, estando de acordo com o que foi calculado
pela formula de YU et al. (2003). Assim, as nanoparticulas sintetizadas
apresentaram propriedades adequadas para a sua imobilizagcdo em silica,

produzindo filmes fluorescentes.

Figura 20. Imagem do HRTEM obtida do CdTe-AMP quantum dot.

l1.3.2. IMOBILIZACAO DE QUANTUM DOTS CdTe-AMP IN SiO, E
PRODUGAO DE FILMES

O xerogel é uma rede polimérica de silicio obtida pelo processo sol-gel
por evaporagdo normal da suspensdo coloidal. A produgdo de xerogeéis de
silica empregando o processo sol-gel tem vantagens significativas, tais como, a

preparagcao do material a temperatura e pressdo ambiente, bem com a sua
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versatilidade para se produzir uma estrutura polimérica com uma espessura e
porosidade desejados (JERONIMO; ARAUJO; MONTENEGRO, 2007). Com
essas caracteristicas atrativas o processo sol-gel foi estudado de maneira
sistematica. A Tabela 7, mostra as formulacées de dezesseis ensaios (F1-F1g)
onde o percussor, concentracdo de catalisador, volume de surfactante e a
relacdo molar H,O:Si foram estudados. Nestes ensaios, os volumes do co-
solvente metanol e o mondmero de silica foram fixados respectivamente em 8
e 2 mL. Esse estudo foi realizado com o espectrofluorimetro, que possuia um
agitador magnético, o qual auxiliou no desenvolvimento desses ensaios.
Também foi usado um rotor molecular fluorescente para acompanhar em
tempo real os ensaios de otimizagdo do processo sol-gel. O uso desse rotor
molecular fluorescente, justifica-se, pois esses tipos moléculas atuam como
sensores de nanoviscosidade, essas se tornam fluorescentes somente se seus
graus de liberdades rotacionais ficam restritos (HAIDEKKER et al., 2010;
HAIDEKKER; THEODORAKIS, 2010a).

O uso de um agente tensoativo na fabricagdo de filmes de silica, pelo
processo sol-gel, reduz o encolhimento durante a etapa de envelhecimento e
secagem, assim também evitando a ocorréncia de fraturas, apos a imersao da
pelicula em agua, uma vez que seu emprego reduz a tensédo superficial no
interior dos poros da rede de silica (ROTTMAN et al.,, 1992). O agente
tensoativo nao-iénico, Triton X-100, foi utilizado como um agente estabilizante
para prevenir a deterioragdo e a aglomeragdo dos QDs, durante a ocorréncia
do processo sol-gel. Também, existe um estudo realizado anteriormente por
Hamity; Lema; Suchetti (2000), onde foi avaliado o efeito de trés agentes
tensoativos, Triton X-100, cloreto de cetiltrimetilambnio e dodecil sulfato de
sodio, sobre a intensidade de fluorescéncia e o tempo de vida de emissao de
fluorescéncia de quantum dots CdS. Os QDs foram preparados usando
polifosfato de sédio como agente estabilizante e um excesso de Cd** foi
empregado. Segundo os autores, quando o Cd?* é adicionado em excesso a
solucdo de CdS e tensoativo, cloreto de cetiltrimetilambnio ou dodecil sulfato de
sédio, um aumento moderado da intensidade de fluorescéncia foi observado,

mas esse efeito ndo foi notado para o tensoativo Triton X-100. Isso se justifica
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pela auséncia de cargas nesse tipo de tensoativo. Em solugbes concentradas,
as moléculas do tensoativo organizam-se em agregados moleculares,
denominados micelas. A concentragdo micelar critica (CMC), é a concentragéo
em que se inicia o processo de formagao das micelas (RIZZATTI; ZANETTE;
MELLO, 2009). No processo sol-gel, quando ha adicdo de tensoativo, esse
também pode influenciar na forma e tamanho das particulas, quando a CMC é
atingida ou excedida podera haver uma diminuigdo do tamanho das particulas
formada no processo sol-gel (LAVKUSH BHAISARE et al., 2015). No trabalho
aqui apresentado, a concentragao de Triton X-100 foi mantida acima CMC, com
a finalidade de obter-se um filme homogéneo, quanto a distribuicdo dos

quantum dots.

Os tempos de gelificagdo mais longos foram observados para os
agentes sililantes tetraetilortosilicato (TEOS) e 3-aminopropiltrietoxisilano (3-
APTES). Quanto ao tetrametilortosilicato (TMOS) foram observados tempos de
geleficacdo mais rapidos quando comparados com esses dois ultimos agentes
sililantes. Pode-se atribuir esse efeito as diferentes velocidades de hidrdlise dos
agentes sililantes (VAINRUB et al.,, 1996; YOSHIKAWA et al., 1986). Os
tempos de gelificagcdo também s&o influenciados pelo aumento da relagao
Si/H20, R. Na Tabela 7, nota-se um aumento do tempo de gelificagdo devido a
maior diluicdo de precursores hidrolisados em solugdo, diminuindo assim a
velocidade, na qual ocorre o processo de condensagao. Os Xerogels F3, F4, Fo,
F10, F15 € F16 foram preparados com maior volume de quantum dots, assim um
ambiente reacional alcalino foi criado, levando a formacdo de estruturas
poliméricas com aparéncia translucida, dessa forma denotando uma estrutura
de rede de silica diferente. O processo de hidrolise e de condensagao
catalisada em pH acido, conduz a uma rede de silica continuamente crescente
e condensada de oligbmeros, fazendo com que ocorra uma precipitagdo dos
oligbmeros formados. Em tais condi¢cdes, o processo de amadurecimento de
Ostwald prevalece, ou seja, as particulas maiores sdo energeticamente mais
favorecidas do que as particulas menores. Logo, por serem menos mais
estaveis que as particulas de silica maiores, em termos energéticos, as

particulas menores acabam se juntando, tornando-se maiores e assim esse
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fenbmeno acabam sendo responsavel pelo crescimento das particulas de
silica, que finalmente se agregam para formar uma rede translucida (BRINKER;
SCHERER, 1990). Nas formulagdes Fs, Fs, F11, F12, F15 € F1, um baixo volume
de Triton X-100 foi empregado rendendo xerogéis quebradi¢os e caracteristicas
oticas transparentes que diminuiram significativamente o processo de

envelhecimento e secagem.

Para avaliar a concentragao do catalisador, HNO3, na mistura inicial do
precursor, utilizou-se um rotor molecular fluorescente, o cloreto de hexametil
pararosanilina, mais conhecido como cristal violeta (CV) (HAIDEKKER;
THEODORAKIS, 2010b). Podem-se definir rotores moleculares fluorescentes
como sensores capazes de detectar a nanoviscosidade do ambiente em que
ele esta inserido. O CV se torna fluorescente, quando somente alguns graus
de sua rotacdo molecular tornam-se limitados (KUIMOVA et al.,, 2008).
Portanto, o volume de uma solugao de cristal violeta similar a solucao de QDs,
foi empregado na concentracdo de 0,5 g L. Observou-se que o cristal violeta
se comportou como um composto nao fluorescente em meio de baixa
viscosidade (LOUTFY, 1986; VALEUR; BERBERAN-SANTOS, 2013). No
entanto, com o aumento da viscosidade média do meio, os movimentos

rotacionais tornam-se restritos, fazendo surgir a fluorescéncia.



Tabela 7. Composicao dos sols para a preparagao dos filmes de silica com CdTe—AMP quantum dots imobilizados.

Filmes Fi.__ F F3 F4 Fs Fe  F; Fs Fo Fo Fu  Fio Fi3 Fiu Fis Fye
TMOS my 2 2 2 2 2 2 - - - - - - - - -
TEOS mLy - - - - - . 2 2 2 2 2 2 .
3-APTMS mL) - - - - ..o 2222
Metanol (mL) 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Triton X100 (mL) 2 2 2 2 0.1 0.1 2 2 2 2 0.1 0.1 2 2 0.1 0.1
HNO; (1 mol L") my 1 -1 R T - S - 10
HNO; (5 mol L") mh) - 1 - 1 -1 - oL o
QDs sol (mL) 4 4 8 8 4 4 4 4 8 8 4 4 4 4 8 8
R relagao Si/H,O 34 34 67 67 34 34 50 50 100 100 50 50 41 41 81 81
Tempo de geleficagao (h) 10 10 >12 >12 10 10 12 12 >15 >15 12 12 >15 >15 <24 <24
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Figura 21. (A) espectro de fluorescéncia do cristal nos comprimentos de onda de excitagao e
emissao, respectivamente, A = 589 nm, Ae,, = 636 nm durante o processo de formagdo do
gel das formulagdes F4 (1), F, (II), F7 (1) e F43 (VI), sem QD. (B) Quantum dots fluorescentes
(Aexc = 400 nm, A, = 606 nm) durante hidrélise e condensacgao da formulagéo F, (la), F7 (llla)
e Fq3 (Vla)
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Um aumento constante da fluorescéncia foi observado durante o
processo de hidrolise e condensacéo independente do agente sililante utilizado
nas formulagbées F1, curva (I), F2 curva (llI), F7 curva (lll) e F13 curva (VI),
quando se utilizou o CV, Figura 21(A), acima. A comparacgao relativa sobre a
qualidade dos géis produzidos com TMOS, TEOS ou 3-APTMS né&o € possivel,
devido a mudancgas no comportamento dos rotores moleculares em funcao das
propriedades hidrofilicas e hidrofébicas do meio reacional (HAIDEKKER et al.,
2006). Porém, quando se utilizou uma concentracdo baixa de catalisador
(HNO3), verificou-se uma melhor retengcdo do rotor molecular dentro da rede
estrutural de silica e, portanto, um acentuado aumento de fluorescéncia (curva
[, Figura 21A).
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Na Figura 21(B), o processo sol-gel foi monitorado por meio da
fluorescéncia dos QDs para as formulagdes F4, F7 e Fq3 (curvas la, llla e Vla,
respectivamente). Nesses ensaios, as dispersdes coloidais de quantum dot
foram adicionadas no comec¢o do processo de hidrdlise e de condensacao.

Inicialmente houve a hidrélise e condensacao conduzindo a
libertacdo de alcodis conforme as reagdes se desenvolviam. Uma queda
na fluorescéncia é observada durante os primeiros 90 min, apds esse
tempo pode-se observar um aumento da fluorescéncia. Essa queda pode
ser atribuida a deterioragdo dos QDs, inicialmente ocasionada pelo
processo sol-gel. Essa perda de fluorescéncia foi evitada por meio da
adicdo de uma solugao idénica contendo cadmio e AMP em meio alcalino
na proporcao 1:3 molar, como descrito pelos autores: Li; Murase, 2004;
Murase; Gao, 2004; Yang; Li; Murase, 2005. Por outro lado, a queda
inicial da fluorescéncia desapareceu, quando a evaporacao do alcool, ao
fim do processo sol-gel foi quase completa e a viscosidade do meio era

alta.

A microscopia eletrébnica de varredura, mais conhecida pela sigla
SEM (do inglés, scanning eletronic microscopy), se baseia no principio da
quantificagdo dos elétrons secundarios, elétrons de baixa energia, que
sdo emitidos pela amostra, quando essa foi previamente excitada com
feixe de radiacao de elétrons, raio-X. Essa técnica fornece informacdes
qualitativas da morfologia e topografia da amostra. Logo, foram
realizadas caracterizacdes dos filmes de silica CdTe-AMP QDs utilizando
a técnica SEM. A formulagéo F4 da Tabela 7, foi preparada e os filmes
foram secos com o auxilio de estufa a 90°C por uma hora e,

posteriormente, foram colocados em dessecador por 48 horas.
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Figura 22. Imagens produzidas pela técnica SEM (A-C) e Microscopia de fluorescéncia com
imagem (D). Os filmes foram produzidos de acordo com a formulagéo F;.

10 pm
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Pode-se visualizar claramente a formacao clusters de CdTe-AMP,
esses estdo homogeneamente dispersos no filme de silica, Figura 22(A),
com didmetros médios de cerca de 500 nm, Figura 22(B). A espessura do
filme foi calculada em 25,67 um, Figura 22(C). A formacao desses
clusters pode ser atribuida ao momento da segregacédo de fases do
processo sol-gel e ao mesmo tempo ao crescimento da rede polimérica
(SELVAN et al.,, 2004). A microscopia de fluorescéncia com imagem
permitiu a visualizagdo da emissdo de fluorescéncia do filme, onde se
pode ver claramente clusters fluorescentes, Figura 22(D).

Concomitantemente no microscopio SEM foi empregada a técnica
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia conhecida pela sigla
EDS (do inglés, energy-dispersive X-ray spectroscopy) para uma melhor
caracterizacdo do material, quanto a sua composicdo quimica. Essa
técnica baseia-se na interacdo de uma fonte de elétrons de alta energia
com uma amostra. Nessa técnica os elétrons sao retroespalhados, por
espalhamento inelastico ao interagir com os atomos da amostra. A
analise EDS geralmente envolve a geragao de um espectro de raios-X a
partir da area de leitura do SEM. Na Figura 23, apresenta-se o espectro
EDS do filme de silica com CdTe-AMP QDs na formulagao F4. O grafico é
gerado por meio do software, onde o eixo Y mostra as contagens, ou
seja, o numero de elétrons recebidos e processados pelo detector do
equipamento. No eixo X sdo apresentados os niveis de energia desses
elétrons, cada nivel esta associado a um elemento quimico O feixe de
elétrons foi posicionado em duas areas do filme, na regido do cluster,
linha azul, e na area sem a presenca de cluster, linha vermelha

pontilhada.
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Figura 23. Espectro EDS do filme de silica com CdTe-AMP QDs. A linha azul
corresponde a regido do filme com clusters de QDs. Ja a linha vermelha pontilhada
corresponde a regiao do filme sem esses clusters.
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Os espectros de EDS apresentados na Figura 23 confirmaram
presengca de Cd, Te e S nas regides contendo clusters de QDs, assim
como picos de C, O e Si estao presentes em ambos os espectros. Isso se
deve aos precursores organicos como, o acido mercaptopropiénico
(AMP), surfactante Triton X-100 e TMOS. Outros picos atribuidos a Na e
Cl sdo observados e deve-se ao fato da sintese de QDs CdTe-MPA

empregar CdCl, e NaOH.
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l1.3.3. COMPARAGAO ENTRE AS PROPRIEDADES OPTICAS DOS QDs
CdTe-AMP ANTES E DEPOIS DA IMOBILIZAGAO

As propriedades Opticas dos QDs, antes e apds a imobilizacdo em filmes
de silica foram comparados, quanto ao respectivo espectro de emissdo de
fluorescéncia, ao tempo de vida de emissdo e a valores do rendimento
quantico. O espectro de emissdao de fluorescéncia dos QDs imobilizados
obtidos apds imersdao do filme numa solucdo tampdo a pH 11 e das
nanoparticulas em solugao estdo apresentados na Figura 24.

Figura 24. Os espectros de emissao de fluorescéncia dos QDs CdTe-AMP disperso em solugao
aquosa (A) e apo6s a sua imobilizagao em silica (B) (comprimento de onda de excitagao, 400
nm).
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O espectro de emissao representado pela linha B possui um maximo em
611 nm. O pequeno ombro, no lado esquerdo corresponde a radiagao de fundo
do suporte de vidro, onde o filme foi depositado, linha preta. Um pequeno
desvio na regiao entre 606 — 611 nm foi observado no espectro de emissao de
fluorescéncia dos QDs imobilizados em filmes de silica, quando comparado ao
espectro de emisséo, linha A, dos QDs dispersos em solugdo aquosa. Nao
foram observadas diferengas nos valores FWHM nos dois espectros. Esse
desvio para o maior comprimento de onda pode ser explicado pela proximidade

das nanoparticulas de QDs CdTe-AMP presentes nos aglomerados formados,



92

propiciando assim uma transferéncia de energia parcial entre cada
nanoparticula (LI; ANDO; MURASE, 2004a). O tempo de vida de emissao de
fluorescéncia, 7, refere-se ao tempo médio que uma espécie quimica
permanece em seu estado excitado antes de emitir um féton. O rendimento
quantico, QY (%), pode definido como uma razdo entre o numero de fétons
emitido e absorvidos. Na Tabela 8, sdo mostrados os valores de tempo de vida
de emissédo de fluorescéncia do filme de silica com QDs imobilizados, e QDs
em suspensdo, assim como seus valores de rendimentos quanticos s&o
apresentados.

Tabela 8. Os valores tempo de vida de emisséo de fluorescéncia, 7, e rendimentos quanticos

absolutos, Q(Y%), do filme de silica com CdTe-AMP QDs imobilizado e quantum dots em
suspensao.

T (ns) QY (%)

CdTe-AMP QDs em agua 49,69 * 0,96 22,2+0,2

CdTe-AMP QDs, em suspenséao iénica de Cd** e 22,85 + 0,68 15,2+ 0,2
AMP

CdTe-AMP QDs imobilizado em filme de silica 65+4 21,5204

Na Tabela 8, nota-se uma diminui¢do de cerca de 54% do 7 (de 49,69
para 22,85 ns) do QDs CdTe-AMP dissolvido em &gua, quando
comparado com aqueles dissolvidos em suspensao idnica de Cd*" e AMP
em pH 10. O decréscimo pode ser atribuido a adsorgdo do cation Cd**
sobre a superficie do quantum dots, criando assim armadilhas que
interferem no processo de recombinagdo de éxcitons. Quando os QDs
em solucao iénica contendo Cd?* e AMP em pH 10 s3o imobilizados pelo
processo sol-gel verifica-se um aumento em 185% do z, de 22,85 para
65,13ns.
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Apesar de existir uma adsorcdo de cations Cd?*, como citado
anteriormente, ha possibilidade desse processo de adsorg¢ao ser revertido
durante o processo sol-gel na etapa de gelificagédo. Esse fendmeno pode
ser atribuido ao estabelecimento de uma forca de atracdo eletroestatica
entre o cation Cd**, grupos silandis livres e os grupos tidis do acido
mercaptopropidnico, AMP, criando assim uma rede polimérica que
aprisiona os QDs e aumentando o tempo de vida de emissdo de
fluorescéncia.

Os resultados obtidos, neste trabalho estdo de acordo com os
resultados da literatura (Chen; Rosenzweig, 2002; Duong et al., 2011;
Mahmoud, 2012). A analise dos valores de rendimento quantico, QY (%),
contido na Tabela 8, mostra que essa propriedade nao se alterou
significativamente. Observou-se que o QDs CdTe-AMP quando disperso
em solugdo aquosa mostraram um rendimento quantico absoluto de
22,2%. Ao se dispersar o quantum dot CdTe-AMP em solugéo ibnica de
Cd** e AMP em pH 10 houve uma diminuicdo de 31,5 % do Q(Y%), de
22,2 % para 15,2 %. Os filmes de silica contendo CdTe-AMP QDs
imobilizado apresentou uma recuperagao do seu QY (%) para 21,5 %.
Logo, o procedimento de imobilizagdo pelo processo sol-gel demonstrou
que foram obtidos filmes fluorescentes com propriedades o6ticas bem
semelhantes aos QDs, quando dispersos em solugdo aquosa.

A fim de verificar a fotoestabilidade do filme de silica produzido, o
mesmo foi imerso numa solugido tampao pH 11 durante 180 min e lavado
com agua em intervalos de 10 min. Os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdao de 400 e 611 nm, respectivamente, foram
empregados para monitorar possiveis mudangas. Os resultados sao
apresentados na Figura 25, onde nota-se apenas uma ligeira diminuigao
da intensidade de fotoluminescéncia nos primeiros 40 min, seguido de

estabilizacdo nos valores dos sinais de leituras.
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Figura 25. Estudo de fotoestabilidade do filme de QDs com silica (Aexc = 400 Nm, A¢ry = 611 nm ).
Poténcia de irradiacgo foi de cerca de 180 pW cm™.
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111.3.4.GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A reatividade do filme como preparado foi avaliado com o emprego de
reatores baseado em sistemas de analise em fluxo. Este estudo tem como
principal objetivo demonstrar, que o filme preserva a capacidade de gerar
espécies reativas de oxigénio, apés irradiagdo com luz visivel, uma vez que ja
tem sido demonstrado que em dispersao os QDs possuem essa capacidade.
(RIBEIRO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015; SASAKI et al., 2014).

De acordo com a literatura, os QDs quando exposto a uma radiagao
eletromagnética com energia igual ou maior do que o band gap do
semicondutor sofre uma promoc¢ao e a deslocalizacido de elétrons da banda de
valéncia para a condugao, levando a formagcdo de um éxciton (par elétron-
buraco). O éxciton formado possui propriedade redox, o que pode provocar

reagcdes quimicas com as espécies proximas ao quantum dot. Rodrigues et
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al., 2015 e Sasaki et al.,, 2014 indicam que o radical superdxido é a
principal espécie formada. Essa conclusédo vem do fato que o radical
superoxido possui um potencial padréao de redugao negativo, 0,—0,", -
0,15 eV, e o poder de reducédo da banda da condug¢do do CdTe, é de
aproximadamente -1,00 eV, sendo assim suficiente para reduzir o O
(IPE; LEHNIG; NIEMEYER, 2005). Por sua vez, o radical O* pode
oxidar o luminol, uma sonda quimioluminescente amplamente conhecida,

e assim permitir uma possivel aplicacdo em quimica analitica.

O esquema de reacgao da Figura 18, foi implementado por meio do
emprego de um sistema em fluxo utilizando o conceito de multicomutagao
em fluxo e o uso de microbombas solenoide, representado na Figura 18.
Neste sentido, uma coluna foi preenchida com 100 mg do filme de silica
com QDs CdTe-AMP e posicionada na frente de uma lampada de LED,
para a geragao de 0,.0 reagente luminol foi preparado em meio alcalino, e
usado como sonda de quimiluminescéncia para a deteccdo do radical O, .
Durante a geracéo do radical O, ~ apenas agua é bombeada através do reator
contendo filme de silica. Para uma melhor sensibilidade na deteccdo de
radicais O, ", a influéncia da concentracdo de luminol no sinal analitico foi
estudada numa faixa de 0,0125 - 2,5 mmol L™, enquanto que a concentragéo
de NaOH foi mantida constante a 10 mmol L.

Uma das caracteristicas interessante desse sistema de geragao de
radicais, consiste na utilizacdo da estratégia de parada de fluxo (do inglés,
stopped flow) (RUZICKA; HANSEN, 1979). Ensaios preliminares indicaram que
a repetibilidade e a magnitude dos sinais de quimiluminescéncia foram

significativamente afetadas sem a utilizagao estratégia de parada de fluxo.
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Na Figura 26, sao apresentados os estudos de variacdo da
concentragdo do luminol, Figura 26(a), e da concentragdo do NaOH, Figura
25(b). Os resultados do estudo de concentracdo de luminol, Figura 26(a)
revelaram um aumento da amplitude do sinal analitico com a concentragao de
luminol até 0,50 mmol L. Do mesmo modo na Figura 27(b) é apresentado o
estudo da influéncia das concentragdes de NaOH sobre o sinal analitico de
quimiluminescéncia, onde a concentragdao de NaOH foi variada de 1,0 - 50,0
mmol L. Para valores de concentracao entre 1,0 e 25,0 mmol L™, observou-se
um aumento significativo no sinal analitico. Para concentragdes mais elevadas
nao foram observadas diferencas na intensidade do sinal analitico. Portanto,
levando em conta os resultados obtidos selecionou-se as concentragdes de

0,50 mmol L™ e 25,0 mmol L™ para luminol e NaOH, respectivamente, para os

estudos seguintes.

Figura 26. Influéncia das concentragdes de luminol (a) e NaOH sobre o sinal analitico
empregando a estratégia de stopped flow (b).
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Como ja foi mencionada, a influéncia do tempo de irradiagao foi
importante em termos de reprodutibilidade e a magnitude dos sinais
analiticos, por isso a estratégia de stopped flow foi empregada. Fatores
como: a estrutura porosa, a estabilidade mecéanica da rede de silica e sua
permeabilidade para uma dada espécie quimica (HAN et al.,, 2009;
JERONIMO; ARAUJO; MONTENEGRO, 2007; TRIANTAFILLIDIS;
ELSAESSER; HUSING, 2013) podem ter influenciado na quantidade de
radicais O, " gerados. Um estudo do tempo parado do fluxo de agua, que
passa através da coluna foi realizado, onde se verificou um aumento
acentuado na intensidade do sinal de quimiolumiscéncia, quando ocorreu
a parada do fluxo de agua houve o aumento nos intervalos de tempo
entre 2 e 5 minutos com estabilizacdo do sinal de quimioluminescéncia,
quando empregou-se um tempo de parada em 10 min, para um tempo
igual a 0 min ndo se observou a geragao de radicais por meio da reagéo
de oxidacao do luminol. Pode-se sugerir que o luminol como método para
deteccdo de radical O, nao seja tao sensivel para detecgcdo de

pequenas quantidades desse tipo de radical.

Uma vez comprovado a reatividade dos QDs imobilizadas em
flmes de silica, se fez importante demonstrar a possibilidade, que este
novo material ter quanto a sua utilizagédo de forma continua, ou seja,
como um reator para a geragao de O, . Logo, foi realizado um estudo
com as do sistema de geracao de radicais em fluxo, condi¢gdes ja
otimizadas, a estabilidade na geracdo de O,  foi avaliada para 42
determinag¢des analiticas realizadas durante 210 min e repetidos em trés
dias diferentes. Os resultados obtidos, na Figura 27, revelou uma alta

repetibilidade dos sinais com um desvio padrao relativo, RSD, de 1,29%.
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Figura 27. Sinais gerados continuamente durante 210 min e repetidos em trés dias diferentes.
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Outro aspecto do desenvolvimento desse sistema é quanto a
diminuicdo de geracao de residuos. Os QDs como é bem conhecido séo
formados por uma combinagdo de metais e semi-metais, seus residuos
podem oferecer de certa forma um risco para o meio ambiente. Dessa
forma, o uso de QDs imobilizados em filmes de silica para a geragao de
do radical O, permitiu uma reutilizagdo do mesmo, proporcionando um
método que minimiza produgdo de residuos perigosos. Quando
comparado com outros trabalhos descritos na literatura que empregam
QDs em solugcao aquosa para a geracéo de espécies reativas de oxigénio
uma determinada quantidade de CdTe-AMP QDs foi consumido por
determinagado produzindo assim efluentes que oferecem risco (RIBEIRO
et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015; SASAKI et al., 2014).

Como exemplo, a comparagao da metodologia aqui proposta com
os trabalhos relatados na literatura, quando se considera determinagdes
analiticas consecutivas, ou seja, sinais gerados durante 210 min, com os
trabalhos realizados por Ribeiro et al (RIBEIRO et al., 2012), Sasaki et al
(SASAKI et al.,, 2014) e Rodrigues et al (RODRIGUES et al.,, 2015), a
quantidade de QDs consumida durante o mesmo intervalo de tempo pode ser
estimada em 11300 pg (22 mL of 1,00 ymol L MPA-CdTe), 1036 ug (49 mL de
0,10 pmol L' GSH-CdTe), 351 ug (22 mL of 0,15 pymol L' GSH-CdTe),
respectivamente..
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1.4.CONCLUSAO

A producédo de filmes de silica pelo processo sol-gel, utilizando o
tetrametilortosilicato (TMOS) e tensioativo Triton X-100 proporcionou a
imobilizacao eficaz de quantum dots CdTe-MPA, produzindo assim um material
com as propriedades intrinsecas das nanoparticulas coloidais. Logo, o
processo sol-gel permitiu por meio do processo de catalise acida, a produgao
de filmes com uma boa transparéncia. Desse modo, as caracteristicas Opticas
das nanoparticulas imobilizadas, como o rendimento quantico e o tempo de
vida de emissdo de fluorescéncia foram preservadas ou maximizadas.
Concomitantemente pode-se comprovar a reatividade dos quantum dots
imobilizados por meio da sua capacidade em produzir espécies reativas de
oxigénio, com o emprego de radiacdo eletromagnética na regido do visivel.
Também, foi demonstrada a robustez do material preparado, por meio de um
sistema de analise em fluxo multicomutado. Desse modo, o uso do material
imobilizado para a geragédo de espécies reativas de oxigénio com o auxilio de
um sistema de analise em fluxo permitiu a geragdo de multiplos sinais de
quimiluminescéncia, sem a producdo de efluentes que causariam risco
ambiental. Logo, o processo de imobilizagdo de quantum dots podera abrir
novos caminhos, para futuras aplicacbes nas areas de sensores quimicos e

optoeletrénica.
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The fluorescence quenching of TGA-CdSe quantum dots (QDs) was used for Cr'' quantification in vi-
tamin supplements. The QD was electrochemically synthesized, demonstrating high reproducibility with
control of particle size, thus making it a clean method, without the presence of reducing agents. Under
ideal conditions, with the fluorescence band at 551 nm (excitation 365 nm), the maximum fluorescence
quenching was ohserved at pH 4.0, with a time of 200 s for each data acquisition. Under optimum ex-
perimental conditions, linear quenching was observed for Cr** in the range of 25.0-3250ngl~’
(R=0.9996, n=6), a limit of detection of 567 ngL ', and relative standard deviation of 4.43% (n=10).
The recovery test for Cr** quantification in vitamin supplements presented results from 82% to 98%.
These Cr'* determination results were compared to the same vitamin supplement sample using flame
atomic absortion spectrometry (FAAS) method, and no significant differences were observed at 95%

confidence level.

& 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Chromium (lll} is a micronutrient essential for the proper
functioning of living organisms. Daily intake of chromium (IIl) is
required for carbohydrate and lipid metabolism [1,2]. The ability of
chromium (1ll} to improve insulin level and to reduce blood glu-
cose and lipids has been reported previously in diabetic rats [3.,4].
Many studies have shown the benfits of chromium intake for
glycemic control, such as the decrease of cholesterol and glucose
levels in diabetic patients [5,6]. This is an essential micronutrient
with a recommended daily intake between 50 and 200 pg for
adults [7].

Some works have reported that only two naturally occurring
compounds are known as chromium-containing molecules [8].
The first is transferrin, which acts as a chromium (Il1) molecular
transport agent to insulin-sensitive cells. The second is the well-
known oligopeptide chromodulin, which binds to the chromic ions
in a response that may function as a part of a novel insulin-sig-
naling autoamplification mechanism in humans [8,9].

Since the ingestion of chromium (1) vitamin supplements,

* Corresponding author,
E-muail address: aflavora@dg.ufrpe br {AF. Lavorante).

http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta. 2015.07.054
0039-9140/ 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

such as chromium (lll) picolinate, have become common, it is
important to find efficient methodologies for analyzing the con-
tent of chromium (1ll) in these products [G].

The lumuminescence properties of inorganic nanomaterials
make them of great interest to researchers in Chemistry. A QDs or
colloidal semiconductor nanoparticle is a material that has all
three dimensions confined to a 1-10 nm of scale and exhibits
quantum mechanical properties [9]. The fluorescence of the QDs is
dependent on the size of the nanoparticle which contributes to its
stability and could be synthesized by combination of atom groups
from the periodic table such as, [IB-VIB, IIIB-VB and IVB-VIB [10].
A number of procedures have reported QD syntheses of the fol-
lowing semiconductors: CdSe, CdTe, ZnSe, CdS, CdSe/ZnS, and InP
[10].

In general, there are non-aqueous and aqueous routes for the
synthesis of quantum dots in colloidal suspension, according to the
reaction medium. Normally, the non-aqueous route is carried out
at high temperatures with organic solvents. The aqueous route is
carried at lower temperatures and employs polar organic stabi-
lizers. The QDs obtained in an aqueous medium, however, have a
lower quantum yield [11]. Both routes employ highly toxic, pyr-
ophoric and explosive precursors, such as the reducing agents
NaBH. or NaHa4. Alternative procedures have been developed using
electrochemistry as a cleaner method for obtaining of QDs
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Clean photoinduced generation of free reactive oxygen species by
silica films embedding MPA-CdTe quantum dots
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Wi rscorg) CdTe guantum dots capped with mercaptopropionic acid and with 3.5 nm in size were entrapped in sol-gel films prepared
with tetramethyl orthosilicate under mineral acidic catalysis in the presence of Triton X-100 as non-ionic surfactant. The
follow-up of the sol-gel process was performed in real-time both with the fluorescent crystal-violet as molecular rotor and
with guantum dots, Clusters of nanoparticles with 500 nm in size become homogeneously distributed in films, but
preserving initial photoluminescence guantum yields (21%), and emission spectrum and with increased excited state
lifetime {65%4 ns) and photostability. Films ph tivation inside a multi-pumping flow system enabled reproducible

generation of reactive oxygen species d ined by chemilumi ence using the

luminal reagent, thus opening
future development of clean and environment friendly analytical applications,

Agency (EPA) and Occupational Safety and Health
Introduction Administration impose respectively the limits of 5 pg/L to
drinking water and 100 ppb to workplace air in order to
restrain bichazard.® In turn, engineered nanoparticles in
monodisperse colloidal sols exhibit peculiar aggregation,
adsorptive and reactive behaviours which include increased
metal bioavailability and toxicity to biota.®!® Thus, usages
based on immobilized QDs and recycling of out of use
materials are of great interest, being also beneficial to provide
cost-effective analytical applications, reduce wastes and to
mitigate environmental concern upon discard. Additionally,
the same structured material becomes accessible for multiple
purposes, including continuous reactive surface, separation
unit or as reusable sensor."*
Many efforts have been undertaken to incorperate QDs into
silica sol-gel matrices while preserving the initial
photoluminescence  properties.!2-17  Several  two-step
procedures, fe. separate preparation of nanostructured
particles followed by incorporation in the silica bulk medium,
are typically used to immobilize QDs in glass films. In this way,
luminescent materials with good mechanical characteristics,
high transparency, low UV light sensitivity and high thermal
stability could be implemented. The alternative in situ

“ Dep. Quimica F |, Univ. Federal buco, Av. ista Anibal preparation of nanocrystals in molten glasses evidenced low
Fermandes, s/n - Cidade Universitdria, 50740-560 Recife, PE, Brasil,

Quantum dots (QDs) in colloidal solution have been largely
exploited as fluorescent reagents for analytical and biological
applicatit:ms,l'z The enhanced photostability, quantum
efficiency of luminescence and tenability of emission also turn
them attractive alternatives to conventional organic
fluorophores in contexts ranging from the improvement of
optoelectronic and solar cell devices to sensing and
(bio)imaging equipment.”® Those properties can be patterned
through elemental composition, crystallinity, size and shape,
defects and impurities. The QDs combining zinc or cadmium
with oxygen, sulfur, selenium or tellurium as [I-VI
semiconductive compounds are particularly popular due to
direct band gap allowance and the numerous available recipes
for synthesis. However, several hazardous effects upon
humans and environment are particularly cumbersome.
Cadmium for instance, has no recognized physiological role in
humans yet dermal, pulmonary and gastrointestinal exposure
causes serious kidney, bone and pulmonary damages including
cancer.’ Regulatory agencies like Environmental Protection
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