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RESUMO

Métodos analiticos de monitoramento e quantificacdo de poluentes ambientais,
como pesticidas, corantes ou farmacos descartados inadequadamente, possuem
bastante relevancia para a sociedade contemporanea devido aos problemas de saude
ocasionados por contaminagcdes na agua. Assim, técnicas com potencial de serem
rapidas, ndo destrutivas e robustas sdo excelentes para esses propositos. A
espectroscopia de absorcdo no infravermelho intensificada por superficie (SEIRA), é
uma técnica promissora, a qual permite estudos analiticos envolvendo diversos tipos
de substancias, além do monitoramento de fenémenos quimicos e bioquimicos. No
presente trabalho se utilizou pontos quanticos (QDs) de cobre (Cu2xSe/MSA) e prata
(Ag2Se/MPA), sintetizados em meio aquoso em sintese one-pot (com intuito de
diminuir o custo de producdo e minimizar danos ambientais), para estudar os efeitos
de intensificacdo de sinal de absor¢éo no infravermelho (IR) de moléculas de corantes
organicos e do herbicida atrazina (ATZ), o qual é utilizado para controle de pragas em
plantacdes de cana de acucar podendo causar sérios riscos ao ser humano, como
cancer no sistema linfatico e problemas no sistema reprodutor, se mal administrado
(superdosagem). Para tal, utilizou-se um equipamento infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) e modulo de reflectancia total atenuada (ATR) com 1
(uma) reflexdo interna. Foram obtidos resultados promissores para o corante cristal
violeta (CV) a 150 ug/mL e 75 ug/mL, com intensificacbes de até 2,4 e 3,8 vezes,
utilizando-se Cu2xSe/MSA e Ag2Se/MPA, respectivamente. Em seguida, os estudos
com ATZ foram realizados apenas com Ag2Se/MPA em duas abordagens, na
univariada foi possivel obter intensificacdes de aproximadamente 90 vezes para uma
concentragdo de 0,1 pg/mL. Enquanto na multivariada, utilizou-se Andlise de
Componentes Principais (PCA) e Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS).
Através da PCA, foram calculados os fatores de intensificacdo multivariados (MEFs)
e com PLS, determinou-se o limite de detecgdo de até 1,9 pg/mL. Por fim, por meio
de uma abordagem qualitativa, medidas SEIRA permitiram deteccdo de atrazina em
concentragao tdo baixa quanto 0,001 ug/mL, o que demonstra a capacidade da técnica
de obter limites de detecc¢éo tdo baixos quanto os exigidos pela legislagéo brasileira

atual.

Palavras-chave: SEIRA, Pontos quanticos (QDs), atrazina, infravermelho, PCA.



ABSTRACT

Analytical methods for monitoring and quantifying environmental pollutants,
such as pesticides, dyes, or improperly discarded pharmaceuticals, are highly relevant
to contemporary society due to the health problems caused by water contamination.
Therefore, techniques that are potentially rapid, non-destructive, and robust are
excellent for these purposes. Surface-enhanced infrared absorption spectroscopy
(SEIRA) is a promising technique that allows analytical studies involving various types
of substances, as well as the monitoring of chemical and biochemical phenomena. In
the present work, copper (Cu2xSe/MSA) and silver (Ag2Se/MPA) quantum dots (QDs),
synthesized in an agueous medium via one-pot synthesis (aiming to reduce production
costs and minimize environmental damage), were used to study the effects of infrared
(IR) absorption signal enhancement of organic dye molecules and the herbicide
atrazine (ATZ), which is used for pest control in sugarcane plantations and can pose
serious risks to humans, such as lymphatic system cancer and reproductive system
problems, if mismanaged (overdosage). For this purpose, a Fourier transform infrared
(FT-IR) spectrometer with an attenuated total reflectance (ATR) module with one
internal reflection was used. Promising results were obtained for the crystal violet (CV)
dye at 150 pg/mL and 75 pg/mL, with enhancements of up to 2.4 and 3.8 times, using
Cu2xSe/MSA and Ag:Se/MPA, respectively. Subsequently, studies with ATZ were
conducted only with Ag2Se/MPA in two approaches: in the univariate approach,
enhancements of approximately 90 times were achieved for a concentration of 0.1
pg/mL. In the multivariate approach, Principal Component Analysis (PCA) and Partial
Least Squares Regression (PLS) were used. Through PCA, multivariate enhancement
factors (MEFs) were calculated, and with PLS, a detection limit of up to 1.9 pg/mL was
determined. Finally, through a qualitative approach, SEIRA measurements allowed the
detection of atrazine at concentrations as low as 0.001 pg/mL, demonstrating the
technique’s ability to achieve detection limits as low as those required by current

Brazilian legislation.

Keywords: SEIRA, Quantum Dots (QDs), atrazine, infrared, PCA.
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1 INTRODUCAO

O monitoramento de substancias lesivas ao ser humano e ao meio ambiente
vem se tornando um fator crucial para a seguranca da sociedade contemporanea. No
Brasil em particular, percebe-se um crescimento vertiginoso na liberagdo de novos
defensivos agricolas e o surgimento de pequenas e médias industrias que carecem
de um maior controle sobre o lancamento de efluentes (XIE, M. et al., 2022).
Concomitante a isso, ainda segundo 0s mesmos autores, pesquisadores tém buscado
novos métodos para serem utilizados nessa questdo, os quais possam substituir ou
mesmo serem alternativas confiaveis as técnicas de referéncia, as quais
correspondem majoritariamente a meétodos cromatograficos que de modo geral
exigem técnico com treinamento especifico, grande quantidade de reagentes e
possuem um custo elevado de analise.

Dentre as técnicas alternativas, pode-se destacar as espectroscopias
vibracionais, as quais possuem grande relevancia na elucidacdo de estruturas
guimicas e identificacdo de amostras, apresentando 6tima seletividade, porém ainda
carecendo de uma maior sensibilidade e reprodutibilidade para serem utilizadas como
ferramentas de quantificacdo e monitoramento de espécies quimicas (YANG, X. et al.,
2018). Além disso, em alguns casos faz-se necessario uma interpretacdo dos dados
multivariados obtidos em espectrdmetros e para tal, métodos quimiométricos sao
Otimas alternativas para extrair o maximo de informacao desses dados espectrais.

A partir da exploracdo de alternativas visando melhorar a sensibilidade das
técnicas, em meados do século XX surgiu uma nova abordagem explorando os efeitos
de plasmon de superficie observados em certos metais nobres como ouro e prata
(WANG, H. et al., 2021). Esse efeito consiste no movimento ordenado dos elétrons
livres presentes na superficie de um filme metéalico depositado sobre um substrato, o
qual provoca uma intensificacdo no campo elétrico na vizinhanca das nanoparticulas
metélicas e por consequéncia, uma intensificagdo do sinal caracteristico de
determinada molécula que esteja em contato estreito com o metal (AROCA, 2016).

No presente trabalho propde-se a utilizacdo de pontos quanticos de cobre e
prata para intensificacdo de sinal de corantes e um herbicida chamado atrazina (ATZ)
por espectroscopia de absorgdo no infravermelho intensificada por superficie (SEIRA).

A escolha desse herbicida se da pela relevancia, devido a sua utilizagdo em

plantacdes de milho e cana de acucar, sendo um dos mais utilizados no Brasil até
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2022 (IBAMA, 2024) e tendo seu uso regulado pela agéncia brasileira e europeia em
um limite maximo permitido em agua superficial de até 2 pg/mL (BRASIL, 2005;
UNIAO EUROPEIA, 2008). A exposicéo a ATZ pode causar problemas severos ao ser
humano em 6rgdos do sistema reprodutor, causando danos a producéo de certas
enzimas que influenciam na fertilidade, evidéncias de possiveis danos ao sistema
linfatico e estudos ligados a potencial surgimento de cancer nos seios e pancreas, por
exemplo (PANUWET, P. et al., 2008; ESKANDARI, V. et al., 2022).

Quanto ao substrato utilizado, os pontos quanticos selecionados possuem
aplicacoes com efeito SEIRA em trabalhos anteriores que demonstram seu bom
desempenho e praticidade de sintese (PEREIRA, C. F. et al., 2020; DA SILVA, J. J. et
al. 2021).

Para realizag&o dos experimentos utilizou-se um equipamento de infravermelho
médio com transformada de Fourier (FT-IR) e médulo de reflectancia total atenuada
universal (UATR) com apenas uma reflexdo interna no cristal de diamante, Unico
equipamento que estava disponivel no momento.

Por fim, no presente trabalho, buscou-se desenvolver um método inovador para
deteccdo de espécies quimicas baseado em SEIRA, no qual foi empregada uma
abordagem multivariada com o auxilio da analise de componentes principais (PCA), a
gual se constitui como uma metodologia atual para estudos envolvendo SEIRA
(PEREIRA, C. F. et al., 2020). Essa estratégia, permite a construcao de modelos para
investigacdo de sistemas quimicos (processos adsortivos, interagdes bioquimicas,
entre outros) por meio da espectroscopia SEIRA que aliem as qualidades da
espectroscopia de infravermelho como rapidez, analise ndo destrutiva e versatilidade
para ser uma alternativa aos métodos convencionais amplamente utilizados
atualmente (ADATO, R.; ALTUG, H., 2013; CAMPU, A. et al., 2021; HAJAB, H. et al.,
2024).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

As moléculas ndo sado estruturas estaticas no espaco, elas realizam certos
movimentos rotacionais e vibracionais que sdo proprios de cada estrutura molecular
€ com isso possuem campos eletromagnéticos locais proprios bastante especificos
(PAVIA D. L. et al., 2001).

A radiacao eletromagnética na regiao do infravermelho (V) é capaz de interagir
com as ligacdes presentes em moléculas que apresentem variacdo no momento de
dipolo de mesma frequéncia que a radiacdo incidente, fornecendo espectros
moleculares com alto grau de informacdes estruturais acerca da espécie quimica
determinada (SKOOG, D.; HOLLER, F.; NIEMAN, T., 2002).

A radiacdo IV possui baixa frequéncia, comparando-se, por exemplo, a
radiacao ultravioleta e visivel (Figura 1), ndo sendo, em geral, capaz de promover
transicOes eletrbnicas, com excecdo de alguns metais de transicdo que possuem
subcamada F. Ela apresenta caracteristicas proprias, sendo dividida em trés regides
denominadas: Infravermelho préximo, médio e distante. Para cada sub-regido,
existem equipamentos especificos, em termos de tipos de lasers, fontes, detectores e
materiais 6pticos que constituem os instrumentos, e métodos de analise que podem
ser empregados para analises in-situ, analises de materiais em estados fisicos
diferentes, entre outras caracteristicas (SKOOG, D.; HOLLER, F.; NIEMAN, T., 2002).

Figura 1 - Espectro eletromagnético reduzido do ultravioleta até o infravermelho.
uv Luz Visivel Infravermelho

Préximo | Médio | Distante
! I | T 1
0,3 04 0,7 1,0 3,0 6,0 20,0 30,0 40,0

Comprimento de onda (um)

Fonte: shorturl.at/jtwS6 Acessado em: 22/02/21

Entre as faixas do infravermelho, a mais difundida € a do infravermelho médio,
compreendendo a regido do espectro de 4000 cm? até 400 cm™?. Essa regido
possibilita andlises conformacionais, estruturais e composicionais e, portanto, é

aplicada em diversas areas como medicina, biotecnologia, meio ambiente e materiais.
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A possibilidade de se analisar amostras complexas se deve a existéncia da chamada
regido de impresséo digital (em torno de 1000 cm™ até 400 cm™), que permite uma
boa seletividade na diferenciagcdo de constituintes organicos e inorganicos das
amostras (HAAS, J.; MIZAIKOFF, B., 2016). Assim, a espectroscopia no infravermelho
se desenvolveu ao longo do tempo, principalmente, em termos de andlise qualitativa,
area na qual se mostrou muito verséatil devido, por exemplo, a identificacdo de grupos
funcionais caracteristicos, quantidade reduzida de amostra necessaria para analise e
a possibilidade para se trabalhar com sdélidos, liquidos e gases (SKOOG, D.; HOLLER,
F.; NIEMAN, T., 2002).

A partir dos anos 1980, surgiram 0s primeiros instrumentos empregando
transformada de Fourier, o que viabilizou um grande avang¢o também no campo
guantitativo de analises na regido do infravermelho no espectro. Esses instrumentos
possibilitaram uma melhoria na sensibilidade da técnica, maior velocidade de analise,
alta resolucédo espectral e uma reprodutibilidade aceitavel quando comparado as
obtidas anteriormente nas analises, porém ainda muito abaixo de técnicas
cromatograficas (MEIER, R., 2003).

Além da espectroscopia de absor¢ao no infravermelho, existe a Espectroscopia
Raman, que fundamentalmente analisa o espalhamento da radiacéo, particularmente
na faixa do visivel e infravermelho préximo. Essa técnica pode ser um complemento
a espectroscopia de absorcao no IV, pois é sensivel a mudancas na polarizabilidade
das ligacbes, o que permite investigar modos de vibracdo que sao inativos no
infravermelho e alguns modos de vibracdo simétricos (SKOOG, D.; HOLLER, F.;
NIEMAN, T., 2002).

Mesmo com todas essas vantagens, a sensibilidade na espectroscopia no
infravermelho ndo é tdo boa quando se trata de analisar amostras em concentracdes
mais baixas. I1sso se deve a prépria caracteristica da onda eletromagnética na regiao
do infravermelho que tem um comprimento de onda maior que os tamanhos das
sec¢des transversais das moléculas em geral, diminuindo bastante a relacéo dos sinais
de absorcao das vibracdes em relacéo ao ruido (razéo sinal-ruido, S/N) (YANG, X. et
al., 2018). Portanto, pesquisadores tém buscado novas formas de aprimorar a técnica
por meio do desenvolvimento de novas fontes, detectores e “guias de onda” (do inglés,
‘waveguides”) a fim de possibilitar analises quantitativas mais reprodutiveis, com
maior razao sinal-ruido, atingindo limites de deteccédo (LOD) menores (HAAS, J.;
MIZAIKOFF, B., 2016; SUN, H. et al., 2021).
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Concomitante ao avanco instrumental, de meados do século XX até o presente,
vem se desenvolvendo uma estratégia inovadora de estudos envolvendo a
plasmonica e a espectroscopia vibracional, possibilitando intensificacdo dos sinais
analiticos do Raman (10° - 10%? vezes) e do infravermelho (10! - 102 vezes). A essa
nova abordagem se deu o nome de espectroscopia vibracional intensificada por
superficie (do inglés, Surface-enhanced Vibrational Spectroscopy, SEVS) (YANG, X.
et al.,, 2018), dentre elas se destacam a Espectroscopia Raman intensificada por
superficie (do inglés, Surface-enhanced Raman Spectroscopy, SERS) e a
espectroscopia de absorcdo no infravermelho intensificada por superficie (do inglés,

surface-enhanced infrared absorption, SEIRA).

2.2  ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL INTENSIFICADA POR SUPERFICIE
(SEVS)

Essas espectroscopias sdo caracterizadas pela interacdo de um analito com
uma superficie, ou seja, o analito deve estar sobre a superficie, sendo esse um fator
crucial para o método (OSAWA, M., 1997). Essa superficie, em geral, € constituida
por nanoparticulas de metais nobres como o ouro e a prata e as caracteristicas dela
serdo tratadas em topico posterior.

O principio da técnica se baseia na intensificacdo de sinal produzida pelo
aumento da interacdo entre a radiacdo incidente e a matéria (nesse caso uma
superficie metalica nanoestruturada), amplificando o campo eletromagnético
produzido pelo movimento de elétrons livres. Esse fenbmeno de intensificacdo por
superficie foi primeiro observado na espectroscopia Raman (Surface-enhanced
Raman Spectroscopy, SERS), em meados do século XX (WANG, H. et al., 2021).

Logo depois da SERS, surgiu a espectroscopia de absor¢do no infravermelho
intensificada por superficie (SEIRA) que junto com outras técnicas relacionadas
criaram um campo de pesquisa na area de nanomateriais e andlises

espectroscopicas, como pode ser observado na Figura 2.



21

Figura 2 - Linha do tempo da evolucédo das espectroscopias Raman e de Infravermelho.
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Fonte: Wang, H. et al., 2021 (Adaptado).

Na Figura 2 ainda pode ser observado que por volta de 2012 houve a
introducdo de nanomateriais a base de grafeno para utilizacdo com efeito SEIRA e,
por ultimo, em 2017 surgiu a PFIR (Peak Force Infrared Microscopy) que € mais um
avanco dessa vez na parte de imagem espectral. Por fim, no inicio do século surge a
espectroscopia baseada em Tip-Enhanced Raman Scattering (TERS), a qual pode ser
utilizada para obter informacdes moleculares em um local especifico da amostra
(PIENPINIJTHAM, P.; KITAHAMA, Y.; e OZAKI, Y., 2021). Assim, se faz necessario
entender a diferenca entre a abordagem convencional e as SEVS.

Nas espectroscopias convencionais, ttm-se dois fatores envolvidos na medida:
a radiacéo e o analito. A radiacéo na regido do infravermelho, ao incidir na substancia
alvo, interage com as vibragdes moleculares, resultando em mudangas no momento
dipolar e, consequentemente, na absorgcéo de energia pela amostra. Essa interacéo
estd associada a mudancas na distribuicdo de cargas e, consequentemente, no
momento de dipolo da molécula. A absorcdo de energia ocorre em determinadas
frequéncias correspondentes as vibracdes especificas das ligacdes quimicas
presentes na molécula. A quantidade de energia absorvida é medida e utilizada para
obter informacdes sobre as liga¢cdes quimicas, grupos funcionais e estrutura molecular
da substéancia alvo. No caso de métodos envolvendo as SEVS, tem-se um terceiro
fator além dos dois ja citados: um conjunto de nanoparticulas. Nesse caso, a radiagcédo

ir4 interagir primariamente com a nanoparticula (em geral nanoparticulas metalicas
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como sera visto posteriormente), causando uma perturbacdo na nuvem eletrénica
dessas nanoparticulas e, consequente, intensificacdo no campo eletromagnético
cerca de 10 vezes maior do que o descrito anteriormente (OSAWA, M., 1997).

A sequir, seréo discutidos dois efeitos que envolvem a intensificagéo de sinal:
o efeito eletromagnético, principal fator a contribuir para a espectroscopia intensificada

por superficie (SEVS) e o efeito quimico.
2.2.1 Efeito Eletromagnético

O efeito eletromagnético € caracterizado pela ressonancia dos elétrons devido
ao campo elétrico que surge devido a radiacdo incidente. O campo elétrico produzido
€ semelhante ao que foi aplicado pela radiacdo, e, dentro de uma certa faixa de
tamanho das nanoparticulas e da onda de radiacdo pode haver uma sobreposi¢cao em
fase das ondas, o0 que causa um efeito intensificacdo na absorcdo. Portanto, as
nanoparticulas funcionam como antenas, que captam a radiacdo incidente e assim
promovem uma interacdo construtiva com o campo eletromagnético local (AROCA,
R., 2006).

Ainda de acordo com o0 mesmo autor, em um exemplo préatico de uma transicao
vibracional, a radiacao incidente ira provocar o surgimento de um campo elétrico local
(Eloc) muito maior que o campo elétrico da onda incidente (E). Para o operador de
acoplamento H = - p x E (de um modo de vibrac&o) relacionado a uma molécula com
orientacdo espacial fixa, os modos vibracionais de uma dada espécie serdo
intensificados por um fator proporcional a (Wi x E)?, o quadrado do produto escalar,
onde E € o campo optico produzido e pi € o componente do dipolo dindmico na direcao
i. Assim, como a razéo Eic/ E, geralmente é maior que 1, a intensificacdo da absorcéo
correspondente sera diretamente proporcional ao quadrado do campo elétrico
amplificado.

Alguns fatores podem influenciar a intensificacdo do sinal SEIRA como pode

ser observado na Equacéo 1.

I ra @ K|p - Eol>NAQQT,, Ty - Gspiga (Equacéao 1)
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Onde Isera € a intensidade do sinal no k-ésimo modo vibracional, N é a
densidade de adsorbatos no substrato (moléculas por cm?2), A é a area superficial
iluminada pelo raio do laser (cm?2), Q € o angulo de incidéncia do raio laser e QTmTo €

o produto relacionado a eficiéncia do detector do instrumento.

2.2.2 Efeito Quimico

A interacdo nanoparticula-analito também ird contribuir com o fendmeno
devido ao movimento dos elétrons entre as NPs e a propria molécula que esta sendo
analisada. Moléculas que possuem elétrons livres através de ligacbes pi, como por
exemplo moléculas de corantes que possuem ane€is aromaticos, sao excelentes
analitos para estudos envolvendo SERS ou SEIRAS (LI, D. et al., 2021).

Alguns fatores relacionados a interacdo NP-analito devem ser considerados em
uma analise de SEIRA. Em primeiro lugar, que tipo de adsorcdo houve entre a
molécula (analito) e as nanoparticulas? Se houver uma adsorc¢éo fisica, entdo tem-se
ligacdes mais fracas do tipo Van der Waals, se ha ligacdes mais fortes, tem-se uma
adsorcdo quimica, o que leva a uma contribuicdo quimica diferente no fator de
intensificacdo (EF), o qual se refere a uma relagao direta entre a intensidade do sinal
SEIRA e do sinal FT-IR (AROCA, R., 2006).

Um fator extra e fundamental para essa técnica é que se deve atentar também
para 0 quao proximas estdo as nanoparticulas umas das outras para que haja uma
melhor interacdo entre elas para uma intensificacdo maior do sinal, levando-se em
conta que elas ndo podem se tocar, o que leva a uma importancia grande do método
empregado na deposicdo das mesmas (KRAJCZEWSKI, J.; KOLATAJ, K,
KUDELSKI, A., 2017). Além disso, uma deposicdo que leve a formacédo de um filme
muito espesso (a depender da densidade de particulas), ndo sera positivo para a
intensificacdo de sinal, pois a radiacdo ndo consegue penetrar tdo fundo no substrato
(HU, Y. et al., 2019; EID, S. M. et al., 2020).

A intensificacdo produzida permite entdo a detec¢do de monocamadas e sub-
monocamadas de filmes metalicos depositados em certas superficies. Entretanto, até
0 momento, € um grande desafio detectar moléculas individuais nas regides de hot-
spot com a espectroscopia SEIRA como ja é mais acessivel na espectroscopia SERS
devido a diferenca entre as se¢ées transversais (102t SEIRA e 10?° SERS) que cobre
as moléculas do analito (LI, J. B. et al., 2017; WANG, L. X.; JIANG, X. E., 2012). Nao
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obstante, esse mesmo fator permite que pequenas intensificagbes no sinal,
produzidas por SEIRA, promovam um ganho relevante de sensibilidade na regido do
infravermelho (KIM, D. K. et al., 2010; WANG, L. X.; JIANG, X. E., 2012; ZHENG, B.
et al., 2017). Considerando os aspectos citados, vale evidenciar a importancia do
estudo dessa técnica no contexto atual, no qual se demandam analises répidas,

confiaveis e de baixo custo.

2.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO INTENSIFICADA
POR SUPERFICIE (SEIRAS)

Como ja mencionado, a SEIRAS emergiu no final do século XX, logo apos a
descoberta da SERS. O primeiro trabalho que explorou a intensificagdo do sinal de
um analito por meio de fenbmenos de absorcéo foi realizado por Hartstein et al. em
1980. Neste estudo, os autores utilizaram filmes de prata e ouro depositados em
suporte de silica e observaram bandas em regides entre 3100 e 2800 cm. Eles
verificaram que, com 0 aumento na espessura do filme de prata até 6 nm, havia um
aumento correspondente do sinal analitico (Figura 3) (HARTSTEIN, A.; KIRTLEY, J.
R.; TSANG, J. C., 1980).
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Figura 3 - Variacao da absorcdo de acordo com o0 aumento da espessura do filme de prata
até 6 nm.
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Fonte: Adaptado de HARTSTEIN; KIRTLEY; TSANG, 1980.

Desde entdo, a SEIRAS tem sido empregada como uma técnica complementar
para diversas analises. Isso inclui estudos de cinéticas de adsor¢édo (SAHA, A. et al.,
2021), mecanismos de interacdes bioldgicas envolvendo proteinas (LIU, Y. et al.,
2018) e determinacdo de moléculas organicas (PEREIRA, C. F. et al., 2020; SUN, H.
et al., 2021), entre outros.

Um aspecto crucial em SEIRA é gue os modos vibracionais perpendiculares
aos momentos de dipolo séo preferencialmente intensificados. Isso significa que a
técnica permite identificar qual grupo funcional esta se ligando preferencialmente a
superficie metalica e, consequentemente, qual é a orientacdo espacial que esta
ocorrendo essa vibracéo da interacédo analito-NP (OSAWA, M., 1997).

E importante notar que a SEIRAS sempre esteve relacionada as medidas de
ATR, com muitos autores se referindo a técnica como ATR-SEIRAS. As medidas de
reflectancia se baseiam no principio de que um feixe de radiacdo emitido em um
determinado angulo, ao colidir com um meio mais denso, penetra um pouco no meio
e depois sofre reflexdo total (Figura 4). A onda que penetra 0 meio mais denso é

chamada de onda evanescente e carrega informacdes sobre esse meio. O grau de
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penetracdo varia de acordo com o comprimento de onda da radiacdo, os indices de
refracdo dos meios e o angulo de incidéncia (SKOOG, D.; HOLLER, F.; NIEMAN, T.,
2002).

Figura 4 — Modelo exemplificando uma medida de reflectancia total atenuada (ATR).
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Fonte: Autoria prépria.

Através do método que envolve ATR-SEIRAS, pesquisadores tém alcangado
sensibilidades e limites de detecgdo (LOD) cada vez menores. Esses avangos
permitem 0 monitoramento in-situ de sistemas bioldgicos e a analise da estrutura
conformacional de moléculas organicas complexas, conforme ja descrito
anteriormente.

Em 2018, Bao e colaboradores imobilizaram um filme de nanoparticulas de
ouro sobre um sensor de ATR de ZnSe. Eles constataram que era possivel monitorar
processos biomoleculares utilizando moléculas de hemoglobina bovina (BHb) e
reacOes imunologicas. Ambos 0s processos apresentaram intensificacdo de sinal na
regido de impressao digital. Além disso, verificou-se a possibilidade de monitorar a
reacdo desses processos em tempo real, o que possibilitou o estudo cinético e
termodinamico desses sistemas (BAO, W. J. et al., 2018).

E sabido que a agua pode ser um fator limitante em analises no infravermelho
devido as suas intensas bandas de absorcédo por volta de 3400 cm™ e 1640 cm*
(estiramento da ligacao O-H e deformacé&o angular H-O-H, respectivamente). Um dos
primeiros trabalhos a utilizar a agua como sonda para criar uma metodologia de
reflexdo plasmonica interna (PIR) foi o desenvolvido por Adato e Altug em 2013. Nesse
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estudo, os autores investigaram as mudancas de conformacgdo de proteinas em
eventos que envolvem algumas interacdes quimicas. Este sensor apresentou alta
sensibilidade e uma melhor relacdo sinal/ruido em comparacdo as técnicas
tradicionais.

Avancando nessa tematica, Liu e colaboradores, em 2018, desenvolveram um
sensor com nanoparticulas de ouro capaz de realizar bioanalises com moléculas de
DNA, também utilizando a agua como uma espécie de sonda. O sensor mostrou-se
até 34 vezes mais sensivel e apresentou um LOD de 0,2 nM, sendo até 200 vezes
menor que utilizando a espectroscopia de infravermelho tradicional (LIU, Y. et al,
2018).

Em uma aplicacéo diferente de ATR-SEIRAS, Sun e colaboradores, em 2021,
estudaram a molécula de atrazina, um herbicida ja citado anteriormente. Através de
estudos cinéticos de adsorcdo em aptdmeros, juntamente com estudos
termodinamicos, conseguiram um LOD de 30 pM (SUN, H. et al., 2021).

Apesar dos grandes avancos, a espectroscopia SEIRA ainda carece de melhor
reprodutibilidade e entendimento tedérico de como ocorrem certos fenémenos
intrinsecos a técnica. Em relacdo aos fatores que afetam a reprodutibilidade da
técnica, é possivel citar algumas como a pequena aliquota de amostra que € utilizada
nas analises, a heterogeneidade dos filmes formados nos substratos e a propria
interacdo do analito com o substrato que pode ocorrer em conformacoes diferentes a
cada medida.

Para vencer as limitacGes impostas e explorar novas possibilidades, métodos
tém sido desenvolvidos, como a possibilidade de analises com Nano-FTIR, que utiliza
equipamentos com resolucdo menor, medi¢gdes “on-chip” que podem aprimorar as
aplicacdes em termos de sensores e a criacdo de sistemas portateis (Yang et al.,
2018). Por fim, percebe-se que é preciso que ocorra um avango na sintese de
nanomateriais que possuam ressonancia nessa regido do espectro assim como
nanomateriais que respondam a outras regides do infravermelho, como o
infravermelho préximo e o distante (LE, F. et al., 2008).

Com a necessidade de avan¢o na sintese de nanomateriais, surge a discussao

sobre o0 uso de nanomateriais em SEIRA.
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2.3.1 Uso de nanomateriais em SEIRA

A discusséo sobre os efeitos de coloracdo de metais remonta a séculos atras,
guando se comecou a trabalhar com materiais feitos de ouro e prata, metais nobres
gue possuem uma coloracdo intensa e caracteristica. Apesar do desconhecimento
acerca de materiais nanoparticulados, percebeu-se que, quando se trabalhava com
esses materiais em forma coloidal, por exemplo, eles apresentavam coloracbes
diferentes das originais, variando inclusive com a incidéncia de luz. Assim, esses
materiais foram amplamente utilizados na fabricacdo de vidros coloridos e de materiais
ceramicos (KRAJCZEWSKI, J.; KOLATAJ, K.; KUDELSKI, A., 2017).

A radiacao eletromagnética € o vetor que possibilita os efeitos de ressonancia
de elétrons, ions ou outras particulas carregadas, os quais sdo apresentados por
nanoparticulas plasmodnicas. Esses efeitos ocorrem devido a presenca dessas
particulas livres na superficie desses materiais, geralmente nanoparticulas metélicas,
gue sao excitadas, promovendo assim uma oscilacao conjunta delas, o que amplifica
0 campo eletromagnético no local. Esse efeito é chamado de plasmon de superficie
ou ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR) (AROCA, R., 2006). Essa
teoria foi explicada por Mie no inicio do século XX e se aplicava a nanoparticulas
esféricas isoladas menores que o comprimento de onda da radiacdo incidente
(HORVATH, H., 2009). Assim, chega-se a uma questdo pertinente: o que séo
plasmons?

Plasmons derivam de plasmonico(a), que € um ramo da fisica que investiga o
comportamento das ondas eletromagnéticas na faixa do visivel em materiais
nanoestruturados. Esse termo aparentemente comecou a ser utilizado a partir do
conceito de plasma, que é um estado da matéria em que se tem um gas ionizado. O
termo vem sendo utilizado para designar misturas de particulas em movimento, como
elétrons ou mesmo ions, eletricamente carregadas e com diferentes densidades
energéticas (ZHONG, Y. et al., 2015). Uma definicdo mais simples é que plasmons
sdo modos ressonantes que envolvem a interacdo entre a luz e cargas livres
(MURRAY, W. A.; BARNES, W. L., 2007).

O fendmeno descrito por Mie envolve a criagdo de polos magnéticos devido a
forca aplicada pela radiacdo aos elétrons livres da banda de conducdo do metal. O
movimento aplicado as cargas gera uma forca de restauracdo no ambiente, que € o

gue promove o efeito de ressonancia obtido em materiais plasménicos (Figura 5). No



29

infravermelho, é importante ressaltar, o efeito dominante € chamado de ressonancia
de fénons (interacdo entre a radiacdo infravermelha e as vibragdes coletivas dos
atomos), que € analoga a ressonancia plasmonica, esta ultima observada nas regioes
visivel e do infravermelho proximo (OSAWA, M., 1997).

Figura 5 - llustracao do efeito da Ressonancia de Superficie Plasm&nica.
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Fonte: Adaptada de (STILES, P. L. et al., 2008).

Como consequéncia desse fendbmeno, surgiu uma classe de materiais que
promove a intensificacdo do campo eletromagnético em certas regides. Quando existe
uma grande proximidade entre as particulas metélicas, essas regibes sao entao
chamadas de “hot spots” (Figura 6). Pesquisadores tém desenvolvido materiais de
diversos tipos com o objetivo de obter intensificacdes eletromagnéticas cada vez
maiores. Esses avancos contribuem para o desenvolvimento de técnicas
espectroscopicas que se beneficiam desse fenbmeno, como a SEIRA
(KRAJCZEWSKI, J.; KOLATAJ, K.; KUDELSKI, A., 2017).
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Figura 6 - Oscilagdo plasmonica em particulas esféricas demonstrando o deslocamento da
nuvem eletrénica em relacdo ao nucleo.
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Fonte: Adaptado de KRAJCZEWSKI, J.; KOLATAJ, K.; KUDELSKI, A., 2017.

Um dos primeiros materiais utilizados para tal finalidade, foi o ouro,
especialmente o ouro coloidal, o qual consistia em nanoparticulas de ouro em solucéo,
obtido por Faraday em meados do século XIX. A partir dai, surgiram diversos materiais
utilizando-se métodos cada vez menos laboriosos com a variagdo, basicamente, do
agente redutor e do meio em que a sintese € realizada. Outro fator importante foi a
utilizagé@o de outros metais para a fabricagdo desses materiais (YANG, X. et al., 2018).
Assim, entre os principais metais utilizados na fabricacdo dos materiais plasménicos
estdo o ouro (Au), cobre (Cu), prata (Ag), aluminio (Al), platina (Pt) e paladio (Pd). Isso
se deve, entre outros fatores, a estrutura eletrbnica desses metais que nédo permite
uma grande competicdo entre as transi¢cdes eletrbnicas internas e o plasmon de
superficie, e as possiveis formas e tamanhos em gue nanomateriais a base desses
metais podem ser produzidos, possibilitando que suas cores variem desde o violeta
até o vermelho no espectro. Portanto, o material deve ser escolhido de acordo com a
resposta que ir4 promover (MURRAY, W. A.; BARNES, W. L., 2007).

Em relagéo a sua forma, o material pode ser sintetizado na forma de uma esfera
ou mesmo em formato de bastées (PONLAMUANGDEE K. et al., 2020), nanoantenas



31

(NOVOTNY, L.; VAN HULST, N., 2011; ADATO, R.; ALTUG, H., 2013) e materiais que
possuem cavidades, como uma esfera oca (LAL, S. et al.,, 2008). Essa variedade
deriva do fato de que o formato da nanoparticula influencia diretamente no tipo de
modo plasménico. Assim, particulas esféricas (isotropicas) s6 possuem um modo
dipolo, enquanto particulas de diferentes formatos (anisotrépicas) conseguem excitar
diferentes modos de mais alto nivel devido aos diferentes planos que podem existir na
estrutura.

Outros dois fatores importantes que devem ser considerados sao: a
permissividade elétrica do material, que € responsavel pela resposta a interacao do
material com um campo elétrico externo e, consequentemente, a sua capacidade de
armazenar energia quando sujeita a esse campo, e a permissividade relativa do
ambiente em que o material esta confinado, que ira ditar sua capacidade de interacao
com outras espécies no ambiente, como o préprio analito (YANG, X. et al., 2018). Por
conseguinte, materiais com essas caracteristicas podem ser aplicados em diversas
areas, sendo os mais utilizados o ouro e a prata. Como exemplo de aplicacdo, tem-se
a utilizacdo de nanoparticulas de ouro (AuNPs) para formar uma camada sobre um
cristal de silicio a fim de produzir um sensor para deteccdo de moléculas de poluentes
ambientais comumente usados na agricultura (SUN, H. et al., 2021).

Hu e colaboradores em 2019 utilizaram Carbon-nanodots (CNDs) para estudo
de moléculas como a adenina e a guanina, em solu¢des aquosas, atingindo limites de
deteccdo (LOD) de 0,003 mg/mL para a adenina, por exemplo, 0 que atesta a
possibilidade de estudos quantitativos desse tipo de molécula em ambientes aquosos
(HU, Y. et al., 2019).

Adicionalmente, ndo sao apenas materiais metalicos que promovem
intensificacdes de sinal na regido do infravermelho. Estudos indicam que o grafeno é
um material promissor em SEIRA, devido as suas excelentes propriedades Opticas e
eletromagnéticas, tais como o efeito plasmonico e absor¢do Optica em uma faixa
ampla do espectro, desde o ultravioleta até o infravermelho, condutividade eletrbnica,
transparéncia optica na regido do visivel e possibilidade de sofrer dopagens com
outros elementos. Além disso, os autores consideram a possibilidade de se chegar a
niveis de deteccdo ainda maiores do que os ja reportados explorando materiais
derivados do grafeno (YANG, X. et al., 2018).

Baseado nessas caracteristicas, Zheng e colaboradores em 2018 construiram

um sensor a base de grafeno para deteccao in-situ de fendmenos biolégicos em
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ambiente aquoso. Os autores obtiveram um LOD de 0,5 nM na deteccdo de uma
proteina chamada L-selectina, além de realizar estudos cinéticos e termodinamicos
(ZHENG, B. et al., 2018).

Outro género de material utilizado sao os pontos quanticos, do inglés quantum-
dots (QD), os quais sao definidos como nanocristais de semicondutores,
caracterizados por terem dimensfes que variam de 2 a 10 nm. Dentre os QD,
destacam-se para aplicacdo SEIRA os calcogenetos de prata e cobre, pois estes
podem ter seu tamanho e fotoluminescéncia ajustados para emitir no infravermelho,
além de possuirem boa estabilidade coloidal e baixa toxicidade (SANTOS, C. et al.,
2020; PEREIRA, C. F. et al., 2020). Além disso, ja foram desenvolvidas sinteses
desses materiais em meio aquoso, livres de metais pesados como cadmio e mercurio,
0 que os torna ndo apenas ambientalmente amigaveis como também mais
biocompativeis (DA SILVA, J. J. et al., 2021).

Esses semicondutores ja foram aplicados em Espectroscopia de Absorcéo no
Infravermelho Intensificada por Superficie (SEIRA) por Pereira e colaboradores em
2020, mais especificamente os QDs de seleneto de prata (Ag2Se/MPA), estabilizados
com acido mercaptosuccinico (MSA), para intensificacdo de sinais de corantes como
cristal violeta, rodamina 6G e auramina, atingindo fatores de intensificacdo de
aproximadamente 11 vezes (PEREIRA, C. F. et al., 2020).

Da Silva e colaboradores, em 2021, utilizaram pontos quanticos de seleneto de
cobre (Cu2xSe/MSA), estabilizados com &cido mercaptosuccinico (MSA), para
intensificacdo de sinal dos corantes cristal violeta, fucsina, rodamina B e rodamina 6G,
obtendo EF de até 9,1 vezes para rodamina 6G (DA SILVA, J. J. et al., 2021).

Por fim, verifica-se que existem poucos trabalhos disponiveis na literatura
explorando a utilizacdo de pontos quanticos em espectroscopia SEIRA (DA SILVA, J.
J. et al.,, 2021; PEREIRA, C. F. et al., 2020). Essas inovacdes encontradas na
fabricacdo desses semicondutores, em sinteses em meio aquoso utilizando prata e
cobre, sdo grandes avangos que permitem uma perspectiva otimista para aplicagcéo
desses materiais em SEIRA (DA SILVA, J. J. et al., 2021). Outro fator que os tornam
materiais promissores € a possibilidade de sintonizar o tipo de radiacdo que sera
emitida por eles, ajustando-se parametros da sintese como temperatura, razao molar
entre o estabilizante e as particulas metalicas, tempo de reagdo, pH, entre outros
(SANTOS, C. et al., 2020).
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2.3.2 Moléculas alvo em SEIRA

A selecdo da molécula alvo em SEIRA esta associada, por exemplo, ao
desenvolvimento de métodos analiticos comparéveis a técnicas de referéncia, como
cromatografias, ou que necessitam que a amostra ndo seja destruida durante a
analise. Além disso, a técnica é relevante para 0 monitoramento de processos
guimicos e bioquimicos, como a adsor¢cao de corantes e as interacdes entre enzimas
e substratos especificos.

A grande variedade de materiais aplicados a SEIRA pode ser correlacionada a
uma grande variedade de moléculas alvo ja investigadas na literatura. Como discutido
durante este capitulo, existem aplicacbes bioquimicas e biomédicas importantes
(WANG, L. X.; JIANG, X. E., 2012; ZHENG, B. et al., 2017; BAO, W. J. et al., 2018;
LIU, Y. et al., 2018), aplicacOes relacionadas ao meio ambiente (BOBRINETSKIY, I.;
KNEZEVIC, N., 2018; DING, Y. et al., 2023; HU, Y. et al., 2019; PEREIRA, C. F. et al.,
2020; SUN, H. et al., 2021) e aplicacbes quimicas em geral, como 0 monitoramento
de processos de adsorcao (WANG, H. et al., 2021).

Destacam-se trabalhos que envolveram aspectos bioquimicos, tem-se o
monitoramento de bases nitrogenadas como guanina e adenina (HU, Y. et al., 2019),
estudos cinéticos e termodinamicos com a proteina L-selectina (ZHENG, B. et al.,
2018), monitoramento de interacdes biomoleculares com a hemoglobina bovina (Bao
et al., 2018), realizacdo de bioanalises com DNA (LIU, Y. et al., 2018) e deteccao de
estreptavidina, molécula proveniente da bactéria Escherichia Coli (ADATO, R
ALTUG, H., 2013).

Em relacdo a area ambiental, tém-se trabalhos para determinacdo de corantes
potencialmente perigosos como cristal violeta, rodaminas e fucsina (Pereira et al.,
2020), além de azul de metileno (SAHA, A. et al., 2021).

Para além dessas aplicacOes, percebe-se que nessa area existem grandes
desafios, desde as matrizes onde sdao encontradas as amostras até mesmo para
algumas necessidades de aplicacbes em campo (BOBRINETSKIY, I.; KNEZEVIC, N.,
2018; MISHRA P. et al., 2023). Isso se torna cada vez mais urgente levando-se em
conta que o Brasil € um dos paises que mais utiliza defensivos agricolas no mundo
sendo que um dos mais utilizados é a atrazina (ATZ), um herbicida capaz de controlar
pragas em plantacdes de soja e milho amplamente utilizado ndo s6 no Brasil como no
mundo todo (DELLA-FLORA, A. et al. 2018).
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No momento, as andlises de referéncia envolvendo ATZ séo feitas, em sua
grande maioria, por técnicas cromatograficas, as quais destacam-se a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (do inglés, HPLC) e a cromatografia gasosa (PANUWET, P.
et al.,, 2008; DELLA-FLORA, A. et al. 2018; PARK, E. et al.,, 2022; FUENTE-
BALLESTEROS, A. et al., 2023). Essas técnicas possuem como vantagem a alta
sensibilidade, reprodutibilidade e a deteccdo de substancias em nivel traco, porém,
tém como desvantagens o alto custo, necessidade de pessoal especializado para
manusear 0 equipamento, necessidade de preparo de amostra e alto custo para
realizacdo da analise no geral (ESKANDARI, V. et al., 2022). Visando superar essas
desvantagens, desenvolveram-se alguns métodos utilizando SERS, o que demonstra
a aplicabilidade e um futuro promissor das SEVS na area ambiental (TANG, J.; CHEN,
W.; JU, H., 2019; DING, Y. et al., 2023).

Por fim, até o0 momento da publicacdo dessa tese existe apenas um artigo na
literatura que descreve a determinacado de atrazina e espectroscopia SEIRA. Sun e
colaboradores, em 2021, utilizaram um substrato contendo nanoparticulas de ouro
ligadas a aptdmeros sensiveis a ATZ. Desse modo, eles realizaram estudos cinéticos
envolvendo a interacdo da ATZ com os aptameros e obtiveram LOD de 30 pM (SUN,
H. etal., 2021).

Como observado, grande parte dos trabalhos analisados na literatura
empregaram andlises qualitativas. No entanto, a quantidade de dados gerados nessas
analises e a complexidade dos sistemas estudados, sugerem uma potencial aplicacdo
de ferramentas quimiométricas em estudos SEIRA, como ja observado de forma
incipiente em SERS, como descrito a seguir.

Liu e colaboradores, em 2019, utilizaram regressao por minimos quadrados
parciais (PLS) para quantificar oxcarbazepina, um farmaco utilizado para tratamento
de epilepsia, em amostras de agua. Os autores utilizaram espectros SERS em uma
faixa de concentracdo de 0,01 - 250 pg/mL e obtiveram um coeficiente de
determinacao (R?) maior que 0,9 para o conjunto de calibragao (LIU, M. et al., 2019).

Em outra abordagem, Adade e colaboradores, em 2022, avaliaram possiveis
adulteracdes em o6leo de palma cru utilizando analise de componentes principais
(PCA), “K-vizinhos mais proximos” (KNN) e analise discriminante linear (LDA),
obtendo acuracias de mais de 99% para identificacdo de adulterante no 6leo (ADADE,
S.Y.S. etal., 2022).
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No mesmo caminho, Hajab e colaboradores, em 2024, analisaram amostras de
soro sanguineo provenientes de pacientes com cancer de mama para diferenciar
amostras de pacientes com cancer de pacientes saudaveis com PCA e analise de
discriminantes por minimos quadrados parciais (PLS-DA) obtendo uma exatiddo de
79% (HAJAB, H. et al., 2024).

Conclui-se entdo, que ha possibilidades de aplicagcdes quimiométricas em
SEIRA e, por conseguinte, os conceitos das principais ferramentas utilizadas no

presente trabalho serdo abordados no topico seguinte.

2.4 QUIMIOMETRIA

Desde o inicio da utilizacdo de técnicas espectroscépicas, 0s pesquisadores
lidam com uma vasta quantidade de dados gerados em suas analises. Durante muito
tempo, utilizou-se uma estratégia de analise univariada, na qual se escolhia um
determinado comprimento de onda para se construir a curva analitica. Essa simples
abordagem pode ser muito Gtil, porém, em certos tipos de dados, como dados obtidos
na regidao do infravermelho, tem-se varios dados Uteis a serem extraidos de
determinadas faixas do espectro, ou mesmo do espectro completo, que serao
traduzidos em informacdes qualitativas e quantitativas acerca da amostra em questao.
(FERREIRA, M. M. C., 2015).

Assim, para se extrair o maximo de informacfes Uteis desses conjuntos de
dados, pode-se fazer uso de varias estratégias, como por exemplo: reducédo de
dimensionalidade dos dados e analise exploratoria, como Analise de Componentes
Principais (PCA), estratégias para montar planejamentos experimentais multivariados
e, por ultimo, realizar experimentos de calibragéo e classificacdo. Esse conjunto de
possibilidades esta contido em uma area chamada Quimiometria, a qual engloba a
parte de estatistica e aprendizado de maquinas voltada para aplicacdes quimicas.

Aléem de possibilitar essa extracdo mais eficiente de informacdes, o
pesquisador pode utilizar as informagdes com mais clareza para a confirmacgéo (ou
ndo) de hipoteses relativas ao experimento realizado e para observar correlagcfes
entre as respostas obtidas e as variaveis independentes do sistema em questédo
(MASSART, D. L. etal., 1997).

O presente trabalho optou por utilizar abordagens univariada e multivariada
para analisar a intensificacdo de sinal promovida pelo efeito SEIRA, pois além de
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analisar um comprimento de onda especifico, o efeito SEIRA pode ocorrer em grandes
faixas da regido do infravermelho, assim, pode-se se ter uma ideia melhor da real
intensificacdo de sinal que ocorreu utilizando uma abordagem multivariada (PEREIRA,
C. F. etal. 2020). Para tal, se utilizou a PCA, método de analise exploratéria e reducao
de dimensionalidade, que busca transformar o conjunto de dados iniciais em um novo
conjunto de eixos que sdo ortogonais entre si, ou seja, as hovas variaveis possuem
minima correlacdo entre elas. Nesses novos eixos, chamados de componentes
principais (PCs), o primeiro tem dire¢do no sentido de maior variancia entre o conjunto
de variaveis, o segundo é ortogonal ao primeiro e tem direcado no sentido de segunda
maior variancia entre as variaveis e assim por diante de acordo com a quantidade de
PCs necessarias para explicar a variancia total dos dados (BRO, R.; SMILDE, A. K.,
2014).

Nos PCs, os scores (escores), representam as coordenadas dos dados
originais nos componentes principais, ou seja, a relacdo entre as amostras, e 0s
loadings (pesos), representam as relacdes entre as variaveis. Desse modo, entende-
se que esses componentes estao relacionados com os dados originais de acordo com
a Equacéo 2.

X=TPT+E (Equacéo 2)

Sendo X a matriz de dados original, com i linhas e j colunas (usualmente séo
as variaveis), T é a matriz dos escores, P é a matriz dos loadings (ou pesos) e E € a
matriz dos residuos gerados na analise.

Além da utilizacdo de modelos ndo supervisionados como PCA na investigacdo
da espectroscopia SEIRA, pode-se fazer uso de modelagem supervisionada, como
por exemplo, a construcédo de modelos de calibracao utilizando regresséo por minimos
guadrados parciais (partial least squares, PLS). O PLS € considerado um método de
calibragao inverso devido a propriedade de interesse ser tratada como uma funcgéo de
resposta instrumental (FERREIRA, M. M. C., 2015), conforme Equacéo 3.

c =Rb (Equacéo 3)
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Onde, o vetor ¢ corresponde a propriedade de interesse, R é a matriz de
respostas instrumentais e o vetor b corresponde aos coeficientes do modelo.

Ha casos em que R néo é invertivel, o que torna bastante dificil a resolucao
dessa equacéo (Eq. 3). Um exemplo € na aplicagdo em dados espectroscopicos. Para
tal, pode-se projetar os dados da matriz R em um novo sistema de eixos (substituindo
a matriz R pela matriz U) que elimina a redundancia entre as variaveis, tornando a
matriz R invertivel. Esses novos eixos sdo chamados de variaveis latentes (VL) e
contém informac&o sobre a maxima covariancia entre todas as combinacdes lineares

da matriz R e o vetor ¢ (Equacao 4).

c=Ub (Equacao 4)

A escolha do nimero de VL que serdo utilizadas na matriz U € uma etapa
crucial na construcao de modelos PLS para que ocorra uma estabilizacdo do
processo de inversao. Essa escolha, em geral, pode ser feita utilizando métodos de
validacdo cruzada, a exemplo da validagao cruzada total ou “leave-one-out cross-
validation” na qual uma amostra aleatdria é retirada do conjunto de treino e utilizada
para validacdo (OTTO, M., 2017). Esse procedimento é repetido até que todas as

amostras sejam utilizadas para previséo (Figura 7).
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Figura 7 — llustragdo de um esquema para validacdo cruzada total.

Validag¢do Cruzada Total ou “Leave-one-out Cross-Validation (LOOCV)”

ey 1 1 1 1 1 1

s | 1 [ 1 1 I
e 1 1 1 1 ] ]
°

[ ]
oy 1 1 1 1 1 ]

Fonte: Autoria propria.

Por meio da validacdo cruzada também é possivel minimizar o sobreajuste do
modelo quando se tem um conjunto de dados relativamente pequeno como o utilizado
no presente trabalho. O sobreajuste ocorre quando o modelo criado se ajusta
excessivamente aos dados de treinamento, captando n&do apenas o padréo
verdadeiro, mas também ruido e outras variacdes aleatérias presentes nos dados,
portanto perdendo poder de generalizacéo frente ao conjunto de testes.

Em seguida, o numero 6timo de VL pode ser definido quando se é obtido o
menor erro médio quadratico (do inglés, mean squared error, MSE). Para melhor
interpretar os valores obtidos com MSE, aplica-se uma raiz quadrada ao valor obtido
para se ter uma equivaléncia entre unidades e assim o erro passa a se chamar (RMSE,
root mean squared error). Esse erro pode ser calculado tanto para a validagéo cruzada
(RMSECV) para avaliar o niumero 6timo de VL, quanto para a previsdo (RMSEP), para
uma avaliacdo da capacidade preditiva do modelo, esses valores podem ser obtidos
pelas Equacdes 5 e 6 (OTTO, M., 2017).

Nea ~
RMSECV = Zizll (YCal,n - :ycal,n)2 (Equagéo 5)

Neal
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S Wpredn= Iprean)’ 5
RMSEP = i=1 Ypredn— Ypredn (Equagao 6)

Ncal

Onde, Ycal,n OU Ypred,n COrresponde a resposta (parametro de interesse), ycain
OU Jpred,n O Valor dessa resposta estimada pelo modelo, Nca OU Npred, 0 NUMero de
amostras utilizadas na etapa de treinamento (calibracdo do modelo) ou nimero de

amostras utilizadas na previséo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a espectroscopia de absorcdo no infravermelho intensificada por
superficie (SEIRA) empregando pontos quéanticos de seleneto de cobre e seleneto de
prata na andlise dos corantes cristal violeta, rodamina B, rodamina 6G e fucsina, além

do herbicida atrazina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os perfis espectrais dos corantes, do herbicida e das nanoparticulas
utilizadas;

e Estabelecer métodos de andlise de poluentes ambientais (cristal violeta,
rodamina B, rodamina 6G, fucsina e atrazina) utilizando ATR e SEIRA;

e Realizar experimentos para avaliar a influéncia da concentragdo de QDs e
analitos no efeito SEIRA;

e Calcular os fatores de intensificacao univariados dos sistemas em estudo;

e Estabelecer o melhor sistema (método e QDs) para realizacdo de analises
SEIRA com atrazina;

e Avaliar os sinais SEIRA utilizando anélise de componentes principais (PCA);

e Desenvolver modelos de calibragdo multivariada para determinacéo de atrazina
utilizando FT-IR.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Utilizou-se uma balanca semi-micro (Marca: Mettler Toledo) com 5 casas
decimais para pesagem dos analitos, Vortex da marca Velp Scientifica para
homogeneizacdo das amostras, micropipetas cobrindo a faixa de 0,5 pL até 1000 pL
da marca HTL.

Os analitos testados foram cristal violeta (Sigma-Aldrich), rodamina 6G (Sigma-
Aldrich), rodamina B (Sigma-Aldrich), fucsina &cida e atrazina (Syngenta-Novartis).
Além disso, utilizou-se acetona P.A (Dinamica) e Etanol 99.5% (Dinamica).

As nanoparticulas empregadas foram os pontos quanticos de seleneto de cobre
ndo estequiométricos estabilizados com &acido mercaptosuccinico (MSA), Cuz-
xSe/MSA, e de seleneto de prata estabilizados com acido mercaptopropiénico (MPA),
Ag2Se/MPA.

Todas as solucbes foram preparadas utilizando-se agua ultrapura (Milli-Q) e
foram preparadas solu¢cOes estoque de todos os corantes na concentracdo de 1
mg/mL e de atrazina de 1 mg/mL e 100 pg/mL.

4.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram sintetizadas em meio aquoso, utilizando-se um
método one-pot no qual todos os reagentes foram adicionados em um mesmo reator.
No caso dos quantum dots de seleneto de cobre (Cu2xSe), escolheu-se o acido
mercaptosuccinico (MSA) devido a estabilidade coloidal apresentada em comparacao
com outros estabilizantes testados. Os melhores parametros de sintese encontrados
para esse sistema, no qual se utilizou como precursores o CuCl e Na203Se, foram:
razdo molar Cu/Se 1:2, e razdo molar Cu/MSA 1:6 e 1:9 e agitacdo por 60 minutos,
sob fluxo de N2 e pH 5, ajustado com solu¢cdo de NaOH 2 mol/L.

Quanto aos QDs de seleneto de prata (Ag2Se/MPA) estabilizados com acido
mercaptopropionico (MPA), utilizou-se AgNOs e Na2SeOs como precursores de prata
e selénio na proporgao de 6:1 (159,2:3,0 mg) e 8:1 (42,5:5,4 mg) respectivamente, em
pH 10 e temperatura de 70°C sob agitacdo durante 20 minutos. Essa sintese foi
realizada a partir de 100 mL de uma solucdo de AgNOs preparada com agua

deionizada e teve seu pH ajustado com solucéo 2 mol/L de NaOH.
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Para definir a melhor diluicAo das nanoparticulas a ser utlizada nos
experimentos SEIRA, testes foram realizados em funcéo das intensificacfes de sinal
obtidas para uma mesma concentracdo de analito. Assim, procedeu-se a testes com
diluicBes diferentes e um ou dois processos de pré-concentracao das nanoparticulas,
os quais foram feitos utilizando tubos de policarbonato (Vivaspin 6, com membrana de
polietersulfona, 10 kDa MWCQO) em um processo de filtracdo em centrifuga a 3500

rpm por 4 minutos.

4.3 INSTRUMENTACAO

As medidas espectrais foram realizadas utilizando um espectrometro de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) da marca Perkin Elmer, modelo
Spectrum 400 (Figura 8) localizado no Laboratério de Combustiveis da Universidade
Federal de Pernambuco (LAC-UFPE). A faixa operacional do equipamento, no
infravermelho médio, vai de 4000 cm™ até 400 cm e o médulo utilizado foi o de
Reflectancia Total Atenuada (ATR), o qual possui um cristal de diamante com uma
reflexdo interna. O aparelho possui um detector do tipo DTGS (Deuterated Triglycine
Sulfate).
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Figura 8 — Equipamento de FT-IR utilizado nas medi¢des.

Fonte: Préprio Autor.

4.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE NO INFRAVERMELHO

Inicialmente foram realizados experimentos para encontrar a melhor faixa de
concentracdo de leitura dos analitos, a qual correspondia a um valor que
demonstrasse de forma definida as suas bandas caracteristicas com uma boa relagcao
sinal/ruido.

Em seguida foram realizadas medidas para determinar a resolucdo espectral e
namero de varreduras, que gerasse a melhor condicdo geral de analises no
equipamento, levando-se também em conta o tempo necessario para cada andlise.

Antes de todas as medidas espectrais no FT-IR, foram feitas leituras do
background (branco) com o cristal de diamante limpo, em contato apenas com o ar.
Além disso, todos 0s ensaios com corantes foram feitos depositando-se 1 pL de
solucdo de corante ou suspensao de NPs sobre o cristal com auxilio de uma
micropipeta e, entdo, foi esperado o tempo de secagem do solvente para registro do
espectro. Para as medi¢cdes com a atrazina foram utilizados apenas 0,5 pL devido a
solucao preparada ser em etanol. Para avaliar o melhor momento de iniciar a analise
apos a secagem do solvente, foi utilizado o modo de monitoramento do equipamento
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a fim de verificar o desaparecimento das bandas de absorcao do solvente, neste caso

a agua. Apos a leitura, o cristal foi limpo com agua ultrapura e acetona.
4.5 PROCEDIMENTO PARA ANALISES SEIRA

A faixa de leitura escolhida foi de 4000 — 650 cm™ com resolucdo de 2 cm™* e
32 varreduras por amostra. Ja a faixa de trabalho para analise dos espectros foi de
1800 — 650 cm™, sendo esta considerada a regido contendo quase a totalidade das
bandas caracteristicas dos analitos utilizados no trabalho.

Antes de se iniciar as medic¢des foi feito o background com o cristal de ZnSe
livre (apenas o ar do ambiente). A partir de entdo, dois métodos foram testados. O
meétodo 1 (Figura 9) consistia em se fazer misturas entre a solucdo do analito em
diferentes concentracfes e a suspensao coloidal da nanoparticula escolhida também
em diferentes concentragdes para verificar se havia intensificagao de sinal em relagéo

a leitura apenas do analito.

Figura 9 — Método 1 para andlise de SEIRA.
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Fonte: Autoria prépria.

Ja o método 2 (Figura 10), consistia em depositar 1 uL da suspensdo de NPs
no cristal, esperar o tempo para secagem do solvente e, entédo, fazer um background.
Por fim, era depositado 0,5 ou 1 pL de solucdo de analito sobre o cristal, esperava-se

secar o solvente e, entdo, registrava-se o espectro intensificado.
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Figura 10 — Método 2 para analise de SEIRA.
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Para se analisar o fator de intensificacdo dos espectros, utilizou-se o fator de

intensificacdo (EF) de acordo com a Equacéo 7.

EF = (BSER4y 5 (DR (Equacao 7)

IR NSEIRA

Sendo Isera € lir as intensidades dos sinais (altura da banda) com e sem a
presenca das nanoparticulas e Nseira € Nir 0 numero total de moléculas de analito
utilizadas nos dois experimentos. No presente trabalho o valor de N foi igual nos dois
casos, levando-se em conta que foram utilizadas aliquotas de mesmo volume e da
mesma solucdo de concentracao igual, entdo, a Equacao 7 se resumiu ao primeiro

termo da multiplicacéo (Equacéo 8).

EF = (M) (Equacéo 8)

IR

Para uma abordagem multivariada foi utilizado o conceito de Fator de
Intensificacdo Multivariado (em inglés, Multivariate Enhancement Factor, MEF) que
propde o calculo da intensificacdo de sinal SEIRA a partir dos escores obtidos através

de uma Analise por Componentes Principais (PCA).
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Os MEFs foram obtidos a partir dos escores, no qual se calculou a distancia
euclidiana (Equacdo 9) entre os pontos sem intensificacdo de sinal e 0os com
intensificacao de sinal (PEREIRA, C. F. et al., 2020).

Dist(x,y) = \/(Px — Q)% + (Py - Qy)z (Equagao 9)

Onde P e Q sédo pontos da matriz dos escores (T) em que: P = (Px, Py) e Q =

(Qx, Qy) sdo as coordenadas do eixo X e eixo Y, correspondentes as PCs.
4.6 ANALISE E MODELAGEM DOS DADOS

Todos os dados foram tratados com o auxilio da linguagem de programacao
Python, versédo 3.10. Os softwares utilizados foram o Microsoft Visual Studio Code,
versao 1.78.2, Matlab, versdo 2010a e Unscrambler X. Para construcéo dos codigos,
manipulacdo de conjunto de dados e construcdo dos gréaficos foram utilizadas as
bibliotecas Pandas 2.0, Matplotlib 3.5 e Seaborn 0.12. Para a analise de componentes
principais e constru¢éo dos modelos de regresséo se utilizou a biblioteca Sklearn e o
software Matlab versdo 2010a. Além desses, para manipulacdo de planilhas
eletronicas foi utilizado o Microsoft Excel®, disponivel com o Office 365.

Os modelos de calibracao foram construidos utilizando regresséao por minimos
guadrados parciais (PLSR) utilizando diferentes pré-processamentos: correcdo de
linha de base por offset e primeira derivada seguido de suavizac¢ao com filtro Savtizky-
Golay (SG). Os modelos contendo amostras ATR-IR foram realizados com 3 amostras
de cada concentragao para a etapa de calibracdo, na qual foi realizada uma validacao
cruzada leave-one-out para determinacdo do melhor nimero de variaveis latentes
(VL) e em seguida foram feitos os testes de predicdo com 1 amostra externa ao
conjunto de calibragdo. Ja os modelos SEIRA foram construidos com 2 amostras para
calibragéao e 1 extra para validacéo.

As duas principais métricas utilizadas para escolha do melhor modelo foram o
numero de VL e a raiz do erro médio quadratico de previsdo (RMSEP), obtida a partir
do conjunto de predicdo. Além dessas, foram avaliados os coeficientes de
determinacao (R?) de calibragéo e previsao, a medida de tendéncia (bias) e os limites
de deteccédo (LOD) e quantificacédo (LOQ).
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A medida de tendéncia (bias) foi realizada através da aplicacdo de um teste T
a um nivel de confianca de 95% (FILGUEIRAS, P. R.; ALVES, J. C. L.; POPPI, R. J.,
2014). As faixas de limite de deteccéo e quantificacdo foram calculadas a partir do
algoritmo MVC1, o qual esta presente na “toolbox” para MATLAB cujos calculos sé&o
baseados na medida do Sinal Analitico Liquido (Net Analytical Signal, NAS), que é
definido como a parte do sinal ortogonal ao sinal dos interferentes e possui
informacgdes exclusivas sobre o analito e ainda € proporcional a concentracao desse
(ALLEGRINI, F.; OLIVIERI, A. C., 2004; OLIVIERI, A. C.; GOICOECHEA, H. C,; INON,
F. A., 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE NO INFRAVERMELHO

5.1.1 Caracterizacdo dos pontos quanticos

Os pontos quanticos de Cu2xSe/MSA utilizados neste trabalho foram
sintetizados por Da Silva (2021), armazenados a temperatura ambiente na auséncia
de luz e entdo foram caracterizados por infravermelho médio com ATR (DA SILVA,
2021). O perfil espectral apresentou bandas de absorcdo caracteristicas por volta de
3500 cm?, referentes as bandas de OH- e estiramentos assimétricos e simétricos da
ligacdo -COO- por volta de 1000 cm™ até 1600 cm™ (Figura 11).

Figura 11 — Espectro FT-IR do QD de Cu,xSe/MSA.
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Fonte: Autoria prépria.

Ainda segundo Da Silva (2021), as nanoparticulas possuem formato esferdides
e percebe-se que possuem uma distribuicdo do tamanho dos nanocristais (NCs)
relativamente estreita com tamanho médio em 8,6 nm para uma contagem de 110

nanopatrticulas (Figura 12).
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Figura 12 — a) Microscopia eletrdnica de transmissédo (HRTEM) de Cu.xSe/MSA e b)
Histograma com distribuicdo de didmetros dos pontos quéanticos Cu,..Se/MSA.
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Fonte: Adaptado de Da Silva, 2021.

Também foram utilizados QDs de seleneto de prata (Ag2Se/MPA) em formato
de esferdides nos estudos. Um material semelhante foi utilizado por Pereira e
colaboradores em 2021, utilizando como estabilizante o acido mercaptosuccinico
(MSA) promovendo intensificagbes de sinal de até 4 vezes para corantes como o
cristal violeta e auramina (PEREIRA, C. F. et al. 2020). O trabalho desenvolvido nesta
tese focou na utilizagdo de um estabilizante diferente (0 MPA), o qual promoveu
alterac6es no perfil de emisséo e absorgcédo desses pontos quanticos e, deste modo,
podem levar a perfis de intensificacdo de sinal diferentes para esta pesquisa (DE
SOUZA SOBRINHA, I. G. et al., 2024). Os espectros FT-IR demonstram a presenca
de bandas caracteristicas em posi¢cdes parecidas com os de seleneto de cobre em
aproximadamente 1580 e 1385 cm, as quais estéo relacionadas as bandas de -COO

além de outras bandas de menor intensidade por volta de 1000 cm! (Figura 13).
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Figura 13 — Espectro FT-IR do QD de Ag.Se/MPA diluido 2 vezes.
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Fonte: Autoria prépria.

Os QDs de prata (Ag2Se/MPA), foram caracterizados com HRTEM e
apresentaram tamanho médio de 6 £ 3 nm com a contagem de 110 medidas, como

pode-se observar a partir da Figura 14a e 14c.
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Figura 14 — a,b) HRTEM do QD de Ag,Se/MPA, c) Histograma com distribuicdo de
didmetros dos QDs de Ag.Se/MPA.
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Fonte: Autoria prépria.

Como ja explicado, o tamanho da nanoparticula é fator diretamente relacionado
a técnica SEIRA em si, pois os fenbmenos de absorcdo da radiacdo sdo mais
favorecidos em detrimento ao espalhamento (em geral favorece a espectroscopia
SERS) quando se tem NPs de tamanho reduzido (AROCA, R., 2016).

Uma comparacdo pode ser feita com outros tipos de nanoparticulas

empregadas em trabalhos envolvendo SEIRA e SERS na literatura (Tabela 1).
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Percebe-se que os tamanhos médios das NPs utilizadas no presente estudo séo
préximos a outras utilizadas na literatura, porém trazendo um novo tipo de
estabilizante. Além disso, sabe-se que pontos quanticos de Ag2Se/MPA com
diametros na faixa de 2,8 - 10,4 nm se encontram em confinamento quantico e
possuem picos de absorcdo no infravermelho ajustaveis de acordo com o tamanho da
nanoparticula, variando de 1532 cm™ até 7178 cm™ (SAHU, A. et al., 2012). Portanto,
esse efeito permite uma interacéo entre o campo eletromagnético (EM) incidente com

0 campo elétrico local, o que intensifica 0 momento dipolar das ligacdes do analito.

Tabela 1 — Comparacéo entre NPs utilizadas em trabalhos da literatura.

Fonte Tipo de NP - Estabilizante Tamanho Médio (nm)
SAHA, A. et al. 2021 AuNP - Citrato 10,0
EID, S. M. et al. 2021 AgNP - Citrato 10,0
PEREIRA, C. F. et al. 2020 Ag.Se QD — MSA 5,7
Este Trabalho CuzxSe QD — MSA 8,6
Este Trabalho Ag.Se QD — MPA 6,0

Durante os experimentos com 0os QDs de seleneto de cobre (CU2xSe/MSA),
percebeu-se que eles formavam uma disperséo instavel, tendendo a sedimentar apos
alguns minutos. Testes para concentrar 0s Cu..Se/MSA e eliminar algum excesso de
estabilizante ndo mostraram diferenca espectral, apenas se detectou uma aceleracéo
da sedimentacdo das nanoparticulas. J& os QDs seleneto de prata (Ag2Se/MPA)
apresentaram estabilidade coloidal bem melhor, se mostrando mais estaveis durante
o tempo e, além disso, o procedimento para eliminar excesso de estabilizante se
mostrou util, produzindo bons resultados em etapas posteriores. A diferenca espectral
em relacdo a mesma diluicdo entre QDs Ag.Se/MPA concentrados e QDs apenas

diluidos da solugcédo mée pode ser vista na Figura 15.
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Figura 15 — Comparagéao entre os espectros de Ag.Se/MPA antes (azul) e depois (preto) de
procedimento para retirar excesso de estabilizante.
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Fonte: Autoria proépria.

Apos as analises iniciais com as nanoparticulas, trabalhou-se com QDs de
cobre (Cu2xSe/MSA) em diferentes diluicbes a partir da solucéo estoque e, no caso
dos QDs de prata (Ag2Se/MPA), resolveu-se trabalhar com eles ap6s procedimento
para remocéao do excesso de estabilizante. N&o foi possivel determinar a concentracéo
das suspensdes coloidais para 0s experimentos subsequentes devido a falta de
equipamentos disponiveis e metodologias compativeis, durante a execucdo do

trabalho, entdo trabalhou-se com diferentes diluicées a partir da solucéo estoque.
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5.1.2 Avaliagao espectral dos corantes e avaliagdo das melhores condigdes de

analise

Em relagdo aos analitos, primeiro investigou-se as condi¢cdes de andlise para
obtencao de espectros com boas resolugdes e, consequentemente, boa relagéo sinal-
ruido.

Nessa etapa inicial foram analisadas amostras de 4 corantes: fucsina, metil
violeta, rodamina B e rodamina 6G. Primeiro, verificou-se a melhor faixa de
concentragéo para se proceder a otimizagcdo dos demais fatores. Assim, os analitos
foram submetidos a varreduras no FT-IR em concentragcdes que variaram de 25
pug-mL* até 150 pg-mL?.

Os melhores resultados, baseados na melhor relacdo sinal-ruido para
identificacdo das bandas relevantes de cada corante, estdo dispostos na Figura 16

(Todos os graficos estdo no Apéndice A).

Figura 16 — Espectros de solu¢des aquosas de corantes testados com melhor relacéo sinal-
ruido obtidos inicialmente.
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Percebe-se que a melhor concentragao para trabalho foi de 100 pg/mL para
0S corantes, exceto 0 violeta cristal que mostrou melhores sinais espectrais na
concentracdo de 25 pg/mL. Sabe-se que a sensibilidade da medida em SEIRA esta
diretamente relacionada ao numero de reflexdes no guia de ondas (cristal de ATR)
(REF). Portanto, tal estudo é relevante para comparar o desempenho da medida ATR,
com apenas uma reflexdo, em relacdo aos estudos descritos na literatura com
acessorios de multiplas reflexdes. Assim, quanto a concentracdo do analito, percebe-
se que é possivel se utilizar faixas de concentracdo adequadas na faixa de mg/L
equivalentes a outros trabalhos envolvendo a mesma técnica (HU, Y. et al., 2019;
PEREIRA, C. F. et al., 2020; SAHA, A. et al., 2021).

Também é possivel perceber que a regido mais informativa dos espectros vai
de cerca de 1800 cm™ até 800 cm. Portanto, essa regido foi escolhida como faixa de
trabalho.

Em seguida, analisou-se as melhores condi¢cdes de analise em relacdo ao
numero de varreduras e a resolucédo do equipamento. Para tal estudo, essas variaveis
foram analisadas sistematicamente para os corantes violeta cristal e rodamina 6G.
Além do comportamento dos espectros, também se avaliou o tempo de andlise em
cada uma das condicoes.

Em primeiro lugar, foi avaliada qualitativamente a quantidade de ruido presente
Nnos espectros e, entdo, percebeu-se que, de modo geral, as analises com resolucao
menor (4 cmt) foram melhores que as de maior resolugéo (2 cm). Quanto ao nimero
de varreduras, foi percebido uma diferenca razoavel de 16 para 32 varreduras, sendo
melhor o resultado com mais varreduras. Quando se compara os resultados obtidos
com 32 e 64 varreduras, nao foi detectado uma melhora significativa que justifiqgue o
maior tempo necessario para analise. Os espectros reduzidos das melhores
condicdes (resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras) sdo mostrados na Figura 17. No

Apéndice B sao apresentados 0s espectros em toda a faixa espectral obtidos.
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Figura 17 — Espectros das melhores condigdes encontradas no estudo de otimizag&o dos
parametros de andlise ((a) cristal violeta e (b) rodamina 6G).
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Fonte: Autoria prépria.

A escolha dessas condicdes de andlise, como ja citado, foi realizada
considerando-se o tempo de analise, conforme descrito a seguir. Em média, as
amostras aquosas levam em torno de 9 minutos para secar no cristal ATR. Além disso,
em termos de resolucao, leva-se em torno de 22 minutos para se realizar uma medida
com 2 cm™ e 32 varreduras, enquanto para uma medida com 4 cm e 32 varreduras
leva-se em torno de 15 minutos. Ja a medida com 64 varreduras requereu tempo

médio em torno de 32 minutos com 2 cm* e 23 minutos com 4 cm™.

5.2 ANALISES SEIRA DOS CORANTES COM Cu2xSe/MSA

O efeito SEIRA foi inicialmente investigado empregando-se Cu2-xSe/MSA em
diferentes concentracdes através de misturas entre as solugcbes do corante violeta
cristal e a suspensao coloidal Cu2xSe/MSA, nessa etapa foram realizados ensaios em
triplicata. Esse método numero 1, apresentou resultados insatisfatérios, ndo se
verificando intensificacéo de sinal nos testes realizados (Figura 18a). Aléem disso, os
espectros também apresentaram inclinagéo linear, decorrente do espalhamento da
radiagdo, em alguns casos como pode ser visto na Figura 18b, sem qualquer

intensificacao de sinal.
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Figura 18 — Exemplos de espectros obtidos a partir do Método 1.
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Fonte: Autoria prépria.

Uma das causas para o insucesso desse procedimento pode ser o baixo
volume utilizado (1 pL) devido ao tamanho do cristal ATR do equipamento utilizado, o
gual s6 comporta esse pequeno volume de amostra. As fontes de incertezas sao
aumentadas também com a preparacdo das misturas com solu¢des muito diluidas e
a utilizacdo de uma NP gue tende a se sedimentar rapidamente ao longo do tempo.
Esse volume pequeno utilizado contrasta com outros trabalhos como o de Pereira et
al. 2020, no qual se utilizou 20 pL de solucdes e o de Da Silva et al. 2021, no qual
foram utilizados 10 pL. Dessa forma, buscou-se uma nova abordagem através do
meétodo 2. Ela também foi empregada utilizando o QD de Cu2xSe/MSA e o método se
mostrou mais eficiente, pois além de facilitar a visualizagéo da intensificacao do sinal
(j& que o sinal da nanoparticula foi suprimido na realizacdo do branco), foi observado
gue havia intensificagdo das bandas espectrais analito, violeta cristal. Uma
comparacao entre os métodos pode ser observada na Figura 19. Desse modo, todos

0s ensaios subsequentes foram realizados utilizando-se o método 2.
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Figura 19 — Comparacéo dos espectros médios (3 medidas) obtidos com 0s mesmos
parametros entre o Método 1 (a) e Método 2 (b).
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Fonte: Autoria proépria.

De acordo com Hartstein; Kirtley; Tsang (1980), a intensificacdo de sinal evolui
com o aumento da quantidade de NPs na superficie, porém a partir de certo ponto o
acréscimo de mais particulas vai causando reag&o contraria no efeito, isso se deve ao
fato da sobreposicdo de nanoparticulas dificultar a formac&o de hot-spots formados
entre as nanoparticulas, os quais necessitam de méaxima aproximacdo das NPs.
Subsequentemente, avaliou-se uma diluicao das NPs que apresentasse espectro com
bandas de intensidade parecidas com as do analito, visto que a quantidade de NPs
na superficie € um fator crucial para a ocorréncia da intensificacdo de sinal. Essa
guestdo da simetria entre as intensidades dos sinais foi observada no trabalho de
Pereira et al. (2020).

Esse fator também foi observado na analise de azul de metileno com
nanoparticulas de ouro, em que as melhores condi¢cdes foram obtidas com uma

guantidade de 20 mg e ao se aumentar essa quantidade havia um decréscimo nas
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bandas de absor¢cédo do analito (SAHA, A. et al., 2021). Assim, analisou-se diluicdes
com agua (de 2 vezes até 9 vezes) dos QDs Cu2-xSe/MSA e verificou-se que ndo havia
uma diferenca espectral consideravel apés a diluicdo de 1 parte da suspenséo para 3

partes de solvente até 1:8 (Figura 20).

Figura 20 — Diluigbes estudadas para o QD de Cu>xSe/MSA.
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Fonte: Autoria prépria.

A partir da andlise espectral das NPs de cobre, iniciou-se as andlises de SEIRA
com concentracbes de violeta cristal a partir de 25 pg/mL, as quais possuiam
intensidade de sinal na mesma faixa das apresentadas pelos pontos quanticos, porém
sem resultados significativos. Por conseguinte, buscou-se incrementar a concentragéo
do analito até 100 pg/mL e para diluicdes de NP de 1:3 observou-se os primeiros
resultados com intensificacdo de sinal. Entdo, estudou-se o fator diluicdo de NPs
(iniciando de 1:3 até 1:6) em relacdo a uma concentracdo fixa de analito em que se
observou uma intensificacdo de sinal até diluicdo 1:4 e depois decréscimo com

diluicdes maiores (Figura 21).



60

Figura 21 — Espectros SEIRA do corante cristal violeta 100 pg/mL variando a diluicéo de

Cu2xSe/MSA.
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Fonte: Autoria prépria.

Foram calculados os fatores de intensificacdo referentes aos espectros da
Figura 19 analisando-se os 3 principais picos nos graficos em 1587 cm, 1365 cm™ e
1175 cm e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 2. Percebe-se que ha
uma proporcdo de intensificagdo entre as bandas em um mesmo espectro e que a

intensificacdo maxima nesse caso foi de 1,54.
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Tabela 2 — Fatores de intensificacdo para estudo com CV e diferentes concentracdes de
QDs de Cu,.xSe/MSA.

Posicdo banda (cm™) Fator de Intensificacdo (EF)

CV100ug/mL+ CV 100 ug/ mL + CV 100 pg / mL +

CuSe 1:3 CuSe 1:4 CuSe 1:5
1587 1,26 1,54 1,08
1365 1,23 1,55 1,02
1175 1,25 1,34 0,95

Em seguida, testou-se a melhor diluicdo 1:4 em testes envolvendo diferentes

concentracfes de violeta cristal como pode ser observado na Figura 22.

Figura 22 — Espectros SEIRA do corante cristal violeta com concentragdes variadas e
concentracdo de NPs de Cu,xSe/MSA constante.
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Fonte: Autoria prépria.

Percebe-se que a diminui¢do na concentracdo néo favoreceu a intensificacao

de sinal e o aumento até 125 pg/mL apresentou EF da ordem de 1,5, o que nao foi
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uma grande variagdo da melhor condigdo anterior. Por conseguinte, resolveu-se
montar um planejamento experimental no sentido de se analisar diferentes diluicdes,
préximas a diluicdo de 1:4, e concentracfes de CV entre 100 e 150 pug/mL, visto que
abaixo disso ndo foram obtidos resultados satisfatorios.

O planejamento teve seu esquema montado de acordo com a Tabela 3 e a
resposta foi a média entre os fatores de intensificacdo para as 3 bandas caracteristicas

Visto que nos experimentos anteriores eles se mostraram quase idénticos.

Tabela 3 — Fatores de intensificacdo para planejamento com CV e QDs de Cu,xSe/MSA.

A B [CV] ug / mL [CuSe] 1:x EF (médio)
1 -1 -1 100 1:3,5 1,78
2 +1 -1 150 1:3,5 1,98
3 -1 +1 100 1:45 1,96
4 +1 +1 150 1:4,5 2,34

Na Figura 23 sdo apresentados 0s espectros relativos a cada ponto do

planejamento fatorial realizado.
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Figura 23 — Espectros SEIRA do corante CV relativos ao planejamento realizado.
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Fonte: Autoria prépria.

Comparando-se os resultados obtidos aqueles apresentados por Pereira et al.
(2020) utilizando-se Ag2Se/MSA, percebe-se que o presente trabalho, utilizando Cuz-
xSe/MSA, apresentou um desempenho inferior com intensificacdo maxima de 2,34
em uma concentracdo de 150 pg/mL enquanto os autores obtiveram intensificacdes
da ordem de até 4,1 para o0 mesmo analito a uma concentracao de 30 pg/mL.

Por outro lado, os resultados aqui obtidos sdo comparaveis aqueles descritos
por Da Silva et al. (2021), os quais alcangaram intensificacdes em torno de 1,9 para o
violeta cristal em uma concentracédo de 30 pg/mL utilizando a mesma nanoparticula
utilizada no presente trabalho. Todavia, é preciso salientar que os trabalhos citados
foram realizados com equipamento cujo compartimento de amostras suportava um
maior volume de analito no cristal ATR, além desse possuir maior nimero de reflexdes

internas.
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Para além do violeta cristal, foram analisados outros 3 corantes (fucsina acida,
rodamina 6G e rodamina B), para os quais ndo se observou intensificacdo de sinal

nas faixas de concentracao utilizadas neste trabalho.

5.3 ANALISE SEIRA DOS CORANTES COM Ag2Se/MPA

Em seguida aos estudos com Cuz2xSe/MSA foram iniciados os estudos com
Ag2Se/MPA que seguiram o mesmo procedimento descrito no método 2. Em primeiro
lugar, foram analisados os espectros de varias diluicdes (a partir de uma pré-
concentracao inicial descrita anteriormente, Figura 15) a fim de se escolher uma faixa

adequada para as analises (Figura 24).

Figura 24 — Espectros FT-IR da faixa de impresséao digital das diluicdes feitas com QD de

Ag2Se/MPA.
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Fonte: Autoria prépria.
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Através da andlise da Figura 24, testou-se inicialmente a hipotese de que
intensificacdes ocorrem quando se utiliza uma concentracao de NPs com intensidades
de bandas parecidas com as do analito em questéo. Portanto, testou-se inicialmente
condi¢cBes com violeta cristal em 125 pg/mL em relag&o a diluicdo 1:1 e para efeito de
comparacao diluiu-se mais a solugéo para verificar o comportamento do efeito (Figura
25).

Figura 25 — Comparacéo entre diluicdes de Ag.Se/MPA mantendo-se a concentragéo do CV
constante em 125 pg/mL.
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Fonte: Autoria prépria.

Como esperado, utilizando a diluicho de 1:1, foram obtidos fatores de
intensificacdo (EF) maiores para o cristal violeta, os quais foram de 2,62 (1587 cm™?),
2,88 (1365 cm™?) e 3,42 (1175 cm™). Com base nesses resultados, diminuiu-se a
concentracéo do analito para verificar se o efeito se manteria. Na Figura 26, percebe-
se gue a intensificacdo dos sinais para o violeta cristal foi ainda maior em uma
concentracdo de 100 pg/mL. Os valores foram de 4,08 (1587 cm™), 4,30 (1365 cm™?)
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e 4,65 (1175 cm™) na diluicdo 1:1 e de 1,74 (1587 cm™), 1,81 (1365 cm™) e 1,91 (1175

cm?) para a diluicdo de 1:3.

Figura 26 — Comparacéo entre diluicdes de Ag.Se/MPA mantendo-se a concentragéo do CV
constante em 100 pg / mL.
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Fonte: Autoria prépria.

Avaliando-se os resultados, resolveu-se explorar as duas concentragdes de
Ag2Se/MPA analisadas. Entdo, em primeiro lugar estudou-se o comportamento do CV
em concentracdes que variaram de 50 pg/mL até 150 ug/mL e os resultados obtidos
mostraram que a 50 pg/mL n&o havia intensificacéo de sinal. So foi observado o efeito

SEIRA a partir de 75 pg/mL como pode ser observado na Figura 27.



Figura 27 — Espectros SEIRA do corante Cristal Violeta variando a concentragdo de 75 até
150 pg/mL e fixando o Ag.Se/MPA em 1:1.
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Fonte: Autoria prépria.

Percebe-se que a maior intensificagdo continuou sendo para a concentracao
100 pg/mL e apesar do efeito ser percebido em concentracbes de CV maiores,
verifica-se que houve uma diminui¢cdo nos EFs (Figura 27).

Em seguida buscou-se avaliar o comportamento da diluicdo 1:3 frente a outras
concentracfes do corante em questdo além daquela de 100 pg/mL como pode ser
visto na Figura 28. Percebeu-se que houve uma intensificagdo maior diminuindo-se a

concentracéo para 75 pg/mL.
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Figura 28 — Espectros SEIRA do corante Cristal Violeta variando a concentragdo de 50 até
125 pg/mL e fixando o Ag.Se/MPA em 1:3.
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Tabela 4 — Fatores de intensificacdo para estudos envolvendo CV e Ag,Se/MPA.
Posicdo da banda (cm™) Fator de Intensificacdo (EF) Ag.Se/MPA 1:3
CV 50 ug / mL CV75ug/ mL CV 100 pg / mL
1587 1,76 3,56 1,74
1365 1,68 3,53 1,81
1175 1,43 3,85 1,91

Com base nos resultados obtidos (Tabela 4), percebe-se que os QDs
Ag2Se/MPA apresentaram resultados melhores para o violeta cristal comparando-se
com o Cuz2xSe/MSA, com intensificagdes de até 3,85 em uma concentragdo menor do
gue a mais bem avaliada com os QDs de cobre (CuzxSe/MSA).

Assim como 0s QDs Cu2xSe/MSA, os QDs de Ag:Se/MPA também nao

apresentaram resultados satisfatérios para analise com os outros corantes estudados.
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Uma das hipéteses para esse comportamento é a estrutura das moléculas dos outros
analitos (FUC, R6G e RB), os quais possuem grupos retiradores de elétrons que

diminuem a quantidade de elétrons livres na molécula (Figura 29).

Figura 29 — Estrutura dos analitos utilizados no presente trabalho (A = Cristal ou Metil
Violeta; B = Rodamina B; C = Fucsina Acida; D = Rodamina 6G). Circulados em vermelho
estdo os grupos eletrofilicos.
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Fonte: Autoria prépria.

E possivel notar que apenas no cristal violeta (A) os pares de elétrons dos
nitrogénios estao disponiveis, pois ndo ha grupos eletrofilicos préximos, ja nas outras
estruturas (B, C e D) isso ndo ocorre. Isso permite que existam interacdes

eletrostaticas entre o CV e o grupo -COO" presente no estabilizante MPA.
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5.4 ESTUDOS COM ATRAZINA e Ag2Se/MPA

Como ja discutido anteriormente, Sun et al. (2021) trabalharam com um
herbicida chamado atrazina e obtiveram resultados promissores para o
monitoramento dessa espécie quimica. Por se tratar de um poluente ambiental, novos
meétodos para estudos quantitativos envolvendo essa substancia sdo de grande
importancia para os 6rgaos de controle ambiental e observando-se a férmula estrutural
da molécula (Figura 30), percebe-se que ela € uma possivel candidata aos estudos
envolvendo as nanoparticulas utilizadas neste trabalho. Isso se deve ao fato de que
ela ndo tem grupos retiradores téo fortes como as outras moléculas e ainda os pares
de elétrons dos nitrogénios do anel estdo em um orbital sp?, ou seja, ndo estdo em

ressonancia e, assim, estao disponiveis para interagir com os QDs.

Figura 30 — Férmula estrutural da Atrazina.
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Fonte: shorturl.at/pNPW2 (Acessado em 30/01/2022).

O presente topico do trabalho foi iniciado a partir da analise do espectro de
infravermelho da atrazina em uma concentracdao de 100 pg/mL como pode ser visto

na Figura 31.
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Figura 31 — Espectro de ATR/FT-IR da atrazina 50 pg/mL.
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Fonte: Autoria prépria.

O espectro apresenta bandas caracteristicas em 3300 cm* correspondente a
ligacdo N-H, dobramentos das ligacGes -CH2 em 1465 cm, estiramentos das ligacées
N=C em 1580 cm™ (SUN, H. et al., 2021) e estiramentos do anel entre 1400 — 1600
cm e das ligagdes C-H em torno de 1000 cm* (SANCHES-VERDEJO, T. et al., 2008).

Para os primeiros ensaios, utilizou-se a diluicdo de 1:3 dos QDs de Ag2Se/MPA
gue apresentaram melhores resultados com o corante violeta cristal. A atrazina foi
diluida em etanol PA, e isso se mostrou um desafio devido ao volume pequeno
utilizado na analise e a tensao superficial do etanol, a qual € menor do que a da 4gua
(72,8 mN/m da agua, 22,3 mN/m do etanol, a 20°C) e, por conseguinte, o etanol, se
espalhava ao ser depositado no cristal de diamante do ATR.

Os resultados encontrados mostraram que o QD de Ag2Se/MPA promove
intensificacOes de sinal relevantes para a atrazina em faixa de concentracédo de 25

pg/mL até 150 pg/mL (Figura 32).
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Figura 32 — Espectros SEIRA da Atrazina de 25 até 150 pug / mL com Ag.Se/MPA 1:3.
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Fonte: Autoria proépria.

A seguir pode-se observar as intensificacbes mais expressivas nhas

concentracdes de 100 e 150 pg/mL (Tabela 5).

Tabela 5 — Fatores de intensificacdo relativos ao estudo inicial com atrazina e Ag>Se/MPA.

Posicdo da banda (cm™) Fator de Intensificacdo (EF) Ag.Se/MPA 1:3
ATZ 25 ATZ 50 ATZ 100 ATZ 150
3270 2,42 4,45 9,36 7,96
1551 2,94 3,16 5,86 4,96
1400 3,50 4,22 7,88 10,54
1047 3,28 3,19 5,74 8,99

Percebe-se que houve intensificacdo da ordem de 10 vezes em 1400 cm™, o

gue demonstra o potencial da técnica para estudos envolvendo moléculas pequenas



73

mesmo em equipamentos convencionais de infravermelho com modulo ATR universal,

com apenas 1 reflexao.

Por fim, realizou-se estudos variando as concentracbes de Ag:Se/MPA na

melhor concentragéo encontrada da ATZ (150 pg/mL), (Figura 33).

Figura 33 — Espectros SEIRA da atrazina 150 pug / mL com Ag.Se/MPA 1:1 até 1:5.
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Tabela 6 — Fatores de intensificacao relativos ao estudo com atrazina variando-se a diluicdo
do ponto quéantico.

Posicdo da
banda (cm™)

Fator de Intensificacéo (EF) ATZ 150 pg / mL

Ag.Se/MPA  Ag.Se/MPA  Ag.Se/MPA  Ag.Se/MPA  Ag,Se/MPA
11 1:2 1:3 1:4 1:5
3270 3,46 9,91 7,96 4,71 2,63
1551 3,49 5,86 4,96 4,57 3,28
1400 5,57 14,51 10,54 5,38 2,93
1047 6,62 15,48 8,99 4,50 3,06
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Percebe-se que maiores diluicbes da NP n&o favoreceram a intensificacéo de
sinal da atrazina, na concentracdo estudada, como pode ser visto nos EFs contidos
na Tabela 6. Além disso, uma diluicdo de 1:2 foi responsavel pelas melhores
intensificacdes encontradas até entdo, com valores chegando a ordem de 15 vezes,
como pode ser visto na Tabela 6.

Para o prosseguimento dos estudos verificou-se se haveria alguma
interferéncia do etanol nos espectros da ATZ apesar de haver a secagem do solvente
antes da leitura do analito. Assim, comparou-se os dois espectros (atrazina e etanol)
como pode ser visto na Figura 34, além da observacdo de que nado ha interferéncia
das nanoparticulas ap6s a realizacdo do background com as nanoparticulas

depositadas no cristal (espectro na cor preta).

Figura 34 — Comparacéo entre o perfil espectral do etanol (verde) e dos pontos quéanticos
(azul) em relacdo a ATZ (vermelho).
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Fonte: Autoria prépria.

Percebe-se que h& uma interferéncia maior do etanol na regido dos
estiramentos N-H da molécula de ATZ (3200 cm™?) e quase nenhuma influéncia na

regido de impressdo digital que vai de 1800 cm™ até 650 cm. Assim, para o
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prosseguimento dos estudos, serd considerada apenas essa Ultima regido do
espectro.

Quanto aos pontos quanticos de prata, uma nova batelada da suspensao deles
foi sintetizada e foi realizado um estudo envolvendo a pré-concentracdo das
nanoparticulas (Tabela 7) e a diluicdo. Nesse estudo, foram realizadas pré-
concentracfes com tubos de policarbonato, contendo filtros préprios para pontos
guanticos, em que volumes especificos de suspenséao coloidal foram centrifugados e
filtrados e por fim recolheu-se a parte filtrada, a qual corresponde a parte mais
concentrada. Em seguida, foi escolhida uma diluicAo com intensidade de sinal

equivalente a obtida anteriormente para a diluicdo de 1:2. Para tal, se fixou a

concentracdo de ATZ em 150 pg/mL e entdo realizou-se os testes em triplicata.

Tabela 7 — Configuracéo dos ensaios para otimizacdo da diluicdo dos pontos quanticos.

Condigdes (pré-

Ensaio EF (1547 cm™) EF (1407 cm™)

concentracao)
Ag.Se/MPA (S1) Diluic&o 1:6 (1x) 1.93 2.8
Ag.Se /IMPA (S2) Diluic&o 1:6 (2x) 3.23 5.64
Ag.Se/MPA (S3) Diluic&o 1:8 (1x) 2.71 4.83
Ag.Se/MPA (S4) Diluic&o 1:8 (2x) 2.06 2.54

Os espectros envolvendo o estudo em questdo estdo contidos na Figura 35 e
demonstram de forma mais clara o melhor perfil espectral SEIRA que foi obtido com

a configuragdo S2.
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Figura 35 — Espectros médios SEIRA para otimizacao dos fatores de diluicdo das
nanoparticulas e nimero de processos de pré-concentracdo com atrazina 150 pg/mL; (a)
Diluicao 1:6, pré-concentrado uma vez; (b) Diluicdo 1.6, pré-concentrado duas vezes; (c)

Diluicdo 1:8, pré-concentrado uma vez; (d) Diluicdo 1:8, pré-concentrado duas vezes.
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Fonte: Autoria prépria.

A partir desses estudos, percebeu-se que a melhor resposta encontrada foi
utilizando uma suspensdo de QDs que passou por dois processos de pré-
concentracéo e foi diluida 7 vezes (Ensaio S2). Assim, utilizou-se essa estratégia para
prosseguimento dos ensaios SEIRA.

Para além da otimizacdo dos parametros envolvendo os pontos quanticos,
buscou-se minimizar a disperséo nos resultados obtidos nos experimentos anteriores,
visando melhorar a repetitividade do método. Um dos pontos abordados visava

controlar o processo de vaporizacdao do etanol PA, utilizado como solvente para a
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solucdo de atrazina, através da utilizacdo de acessorios que limitassem a area ao
redor do guia de ondas do modulo ATR (Figura 36).

Figura 36 — a) Acessorios utilizados para minimizar a interferéncia no processo de secagem
do solvente; P1 e P2 sdo ponteiras de micropipeta de 1 mL e P3 tampa de vial; b,c) Modo de
utilizacédo dos acessorio na analise por ATR.

(P1) P2) - (P3)

Fonte: Autoria propria.

Para melhor avaliar a variancia em torno das medidas sem a utilizacdo dos
acessorios e com 0s acessorios, foi proposta uma abordagem multivariada utilizando
PCA. Os resultados sdo apresentados na Figura 37 para os graficos de escores e

pesos para os acessorios P1, P2 e P3, aléem de medidas sem os acessorios (MO0).
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Figura 37 — Analise de componentes principais para avaliar a dispersao das amostras com
0s acessorios (P1, P2 e P3) e sem os acessorios (M0); a) grafico de escores e b) gréfico de
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Fonte: Autoria prépria.

Pode-se observar que as medidas utilizando algum dos acessorios possuem
uma dispersdo menor comparando-se com as medidas sem acessoério (M0). O
acessoério com maior diametro de abertura e maior altura (P2) foi o que obteve a pior
performance nos ensaios de repetitividade, levando-se em conta o desvio padrao de
cada tipo de medida (MO = 0,0048 e P2 = 0,0025). Os acessorios P1 (desvio padrao
de 0,0018) e P3 (desvio padrao de 0,0022) apresentam resultados melhores, portanto,
optou-se entdo por prosseguir 0s ensaios com o0 acessorio P1.

A partir dessas otimizagcbes, buscou-se realizar os ensaios SEIRA com
acessorio P1, pontos quanticos pré-concentrados duas vezes e com diluicdo 1:6. Em
seguida buscou-se repetir os ensaios na faixa de concentracéo utilizada anteriormente
e adicionou-se um ponto a mais, o qual foi o de 15 pug/mL, menor concentragcéo
observavel no equipamento de FTIR sem a presenca dos pontos quanticos. Como se
observou que havia um perfil de aumento de intensidade com a diminuicdo da
concentragdo, buscou-se intensificar amostras que nao eram visiveis no FTIR. A

seguir, tem-se os fatores de intensificacéo calculados (Tabela 8).
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Tabela 8 — Novos fatores de intensificagao calculados na faixa de 0.1 até 150 pg/mL com
Ag2Se/MPA diluidos 7 vezes e pré-concentrados duas vezes.

[ATZ] pg/mL EF relativo a cada atribuicdo e posicédo de banda (cm-1)
(VC=N)1547 (VC=N)1400

0,1 86,4 23,4
0,5 22,2 12,5

5 11,2 10,4

15 6,9 19,0
25 2,8 3,5

50 2,4 7,3

75 1,7 5,7
100 3,0 4,9
150 1,5 5,2

A partir dos resultados da Tabela 8, percebe-se que a amostra de 0,1 pg/mL
possui 0 maior fator de intensificagdo para a banda em 1547 cm™ (86 vezes o sinal
sem Ag2Se/MPA). Também é observado que ha um perfil de intensificacdo de sinal
crescente com a diminuicdo da concentracédo para a banda localizada em 1547 cm™,
isso pode ser explicado pelo fato de haver menos analito interferindo nas interacdes
entre os QDs, o que de fato geraria menos regides de “hot-spots” entre eles. A partir
de 75 pg/mL, para o numero de onda de 1547 cm, percebe-se um efeito de
passivagdo, no qual os EF parecem ficar constantes, o que também pode ser
observado na Figura 38 com a queda na absorbancia a partir de 75 pug/mL. Essa
guestao foi representada também na Figura 39 e, a partir de entédo, considerou-se 0

limite superior da faixa de trabalho em 50 pg/mL.



Figura 38 — Grafico de absorbancia vs. da concentracdo de ATZ.
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Corroborando com os dados das Figuras 38 e 39, tem-se, na Figura 40, os

espectros de atrazina e espectros intensificados para as concentragdes avaliadas.
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Figura 40 — Espectros IR-ATR, corrigidos por linha de base, para atrazina, Ag.Se/MPA
como branco e espectro SEIRA da atrazina; (a) 0,1 pg/mL, (b) 0,5 pg/mL, (c) 5 pg/mL and
(d) 50 pg/mL.
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Fonte: Autoria prépria.

Analisando-se os dados da Tabela 8 e os gréaficos da Figura 40, percebe-se
gue esses fatores de intensificacdo mais elevados para as amostras menos
concentradas (Fig 40a e Fig 40b) podem ser explicados pela baixissima absorbancia
observada nas medidas de FT-IR (6x104 u. a. para a amostra de 0,1 ug/mL) em
relacdo a absorbancia da medida SEIRA (0,07 u. a.). Ja para a banda em 1400 cm™
os fatores de intensificagdo mais elevados indicam uma sobreposi¢cao das bandas
dessa regido nos espectros SEIRA em uma Unica banda maior (Fig 40). Finalmente,
a meédia dos EFs das demais concentracfes € em torno de 11 vezes, 0s quais séo
similares a outros encontrados na literatura para substratos similares (HU, Y. et al.,
2019; PEREIRA, C. F. et al., 2020).

Na Tabela 9 apresenta-se uma sintese dos resultados obtidos com os dois

analitos destacados nos estudos anteriores.
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Tabela 9 — Sintese dos EFs obtidos no presente trabalho para CV e ATZ com os diferentes
semicondutores.

Molécula Estrutura 1/A (cm?) Atribuicdo EF
Cu2xSe/MSA*
cr
Hac\ﬁ/CHa 1587 v(anel) 2,30
1365 v(N-Ph), 3(CHs), v(C-N) 2,40
‘ 1175 5(C-H) 2,31
Violeta
cristal | Ag.Se/MPA**
1587 3,56
HaCw _CH, v(anel)
N N 1365 3,53
I | v(N-Ph), 3(CHs), v(C-N)
CHs CHs 1175 3,85
5(C-H)
Ag2Se/MPA**
Cl *
N/J§N 1547 V(N=C) 86,44
Atrazina /L )I\ 23,22
1400 5(C-Hy) ’
/A
N7 NN
H H

v: estiramento; 0: deformacgéao / dobramento; *: 150 ug/mL; **: 75 pg/mL; ***: 0,1 pg/mL.

5.5 ABORDAGEM MULTIVARIADA NA ANALISE DE ATRAZINA COM Ag2Se/MPA

Em continuidade as investigacdes relativas a atrazina, foi utilizada uma
abordagem multivariada para interpretar os resultados do efeito SEIRA, na qual
utilizou-se a Analise de Componentes Principais (PCA) como ferramenta de andlise
exploratéria, na faixa espectral de 1800-650 cm (Figura 41a). A partir dessa andlise,
obteve-se os fatores de intensificagdo multivariados (MEF) (Figura 41d) baseados no
céalculo da distancia euclidiana entre os escores das componentes principais (Figura
41b). Para construcdo dessa PCA, foi utilizada a média de trés espectros para cada

concentragéo de atrazina na faixa utilizada anteriormente (0,1 — 50 pg/mL).
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Figura 41 — Analise de componentes principais (PCA) com amostras de ATZ com e sem
Ag.Se/MPA para a faixa de concentracédo de 0,1 pg/mL até 50 pg/mL; a) espectros utilizados

na PCA na regido de 1800-650 cm, b) escores, c¢) pesos, d) MEF calculados.
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A PCA resumiu a informacéo das 1151 variaveis em duas componentes, sendo

gue a PC-1 explicou 93% da variancia dos dados e a PC-2 4%. Percebe-se pelo

grafico de pesos (Figura 41c) que a PC-1 apresenta um espectro médio das amostras

intensificadas (preferencialmente em 1570 cm e 1400 cm) e PC-2 demonstra conter

maiores informagdes sobre o espectro da atrazina néo intensificado. Analisando-se os

escores, percebe-se que as amostras de ATZ sem 0s pontos quanticos se localizaram

ao lado esquerdo (menores valores de PC-1), enquanto as intensificadas ficaram ao

lado direito (maiores valores de PC-1).
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Analisando-se em conjunto os valores de MEF da Tabela 10, percebe-se que
0 maior valor foi para a amostra menos concentrada e para concentracdes acima néo

h& um perfil claro, o que pode indicar uma certa saturacéo do sistema.

Tabela 10 — Fatores de intensificacdo multivariados (MEF) na faixa de 0,1 a 50 pug/mL.

ATZ (ug/mL) MEF
0,1 0,59

0,5 0,25

5 0,30

15 0,41

25 0,19

50 0,31

Com a definicdo da melhor faixa de trabalho, além de concluida a analise
exploratoria relativo ao comportamento das amostras de ATZ com e sem a presenca
dos pontos quéanticos de seleneto de prata, buscou-se construir um modelo
multivariado (PLS) para determinacdo de ATZ, em primeiro lugar utilizando-se apenas
os dados da analise com ATR-IR (sem Ag2Se/MPA).

A faixa utilizada para construcdo dos modelos apenas com ATZ foi de 0,1- 50
ug/mL, e os espectros pré-processados com correcdo de linha de base e primeira
derivada estdo contidos nas Figuras 42a e 42c, respectivamente. Além disso, nas
Figuras 42b e 42d, encontram-se os graficos de valores preditos vs referéncia dos
modelos, os quais demonstram a distribuicdo aleatéria dos dados em relacdo a
bissetriz com coeficiente de determinacdo (R?) de 0.99 e 0.97 para os dados de
calibracédo e validacdo do modelo com correcéo de linha de base, e de 0,97 e 0,96
para os dados de calibracéo e validacdo do modelo com primeira derivada.
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Figura 42 — a,c) Espectros médios corrigidos com linha de base e primeira derivada com
filtro SG 11 pontos, respectivamente; b,d) grafico com dados preditos versus referéncia para
0 modelo de regressao por PLS para as solu¢cdes de ATZ.
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Fonte: Autoria prépria.

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados gerais contendo as principais

métricas analisadas com regressédo PLS.
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Tabela 11 — Principais métricas de avaliagdo dos modelos de regressao por PLS para ATZ
na faixa de 0,1 a 50 pg/mL utilizando pré-processamentos de corre¢éo de linha de base e
primeira derivada.

Pré-processamento Correcéo de linha de base 12 Derivada (11 pontos)
Parametros Calibracao Predicdo Calibracao Predicéo

R? 0,99 0,97 0,97 0,96

Variaveis latentes 3 - 1 -

RMSE* 2,2 21 3,1 3.4

Bias -0,16 -0,68 0,03 -1,12
LOD* - 2,7-7,2 - 1,9-4,6
LOQ* - 8,1-22,0 - 5,6-14

* unidade: pg/mL

Como pode-se perceber a partir da analise dos dados contidos na Tabela 11,
os modelos possuem resultados parecidos quando se avaliam as métricas escolhidas,
porém, o modelo com primeira derivada utilizou apenas uma variavel latente contra
trés do modelo com correcéo de linha de base, além de apresentar menores faixas
para o limite de deteccéo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), o que foi levado em
conta para sua escolha como melhor modelo para determinagéo de ATZ por ATR-IR.
Quanto aos valores de RMSEP, foi feito um teste F nos valores obtidos dos dois
modelos para verificar se havia diferenca estatistica significativa entre os resultados.
O teste F (descrito na sec¢éo 4.6) resultou nos seguintes valores: Fcaic= 2,6 € F, 6, 0.95)
= 4,3, valor calculado e tabelado, respectivamente, os quais demonstram que nao ha
diferenca estatistica (95 % de confianca) entre os valores de RMSEP. Dessa forma,
usando o principio da parcimdnia, escolheu-se o modelo com primeira derivada.

O modelo com primeira derivada também foi avaliado quanto a presenca de
erros sistematicos utilizando o teste de tendéncia (bias) e de acordo com o teste t
(95% de nivel de confianga): tca = 0,77 and tcit = 2,02, ndo ha evidéncia de erros
sistematicos.

A faixa de LOD (1,9 — 4,7 ug/mL) e de LOQ (5,6 — 14,0 ug/mL) obtidos com a
analise multivariada foram similares a alguns trabalhos da literatura como o que
utilizou espectroscopia NIR para determinacdo de ATZ em faixa de concentracdo de
1,2 até 19,3 mg/L (QUINTELAS, C. et al., 2020), e ao trabalho que utilizou pontos
guanticos de ZnS/CdSe para analise SERS que apresentou LOD de 1,1 mg/L
(CARRILLO-CARRION, C. et al., 2012). Porém, quando comparado a trabalhos que
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utilizaram técnicas de referéncia ou mesmo alguns trabalhos com SERS utilizando
substratos diferentes, percebe-se que a faixa de deteccdo do presente método ainda
esta cerca de mil vezes acima do indicado. Por exemplo, trabalhos utilizando GC-MS
e HPLC-MS/MS obtiveram LOD de 0,2 pg/L e 0,1 pg/L (PANUWET, P. et al, 2008;
DELLA-FLORA, A. et al., 2018). Para andlises SERS, a utilizacdo de carbon dots
proporcionou um LOD para determinacao de ATZ de 1,1 pug/L (TANG, J.; CHEN, W,;
JU, H., 2019) e com a utilizacdo de um MIP foi obtido um LOD de 1,2 ug/L (ZHAO, B.
et al., 2019). Quando comparado as legislacdes brasileira e europeia que determinam
qgue o limite maximo permitido de ATZ é de 0,2 ug/L, o método também apresentou
um LOD acima do desejado.

Para melhorar a sensibilidade do método, foram utilizadas as amostras SEIRA
para construcdo de um modelo de calibracdo multivariado com pré-processamento de
correcdo de linha de base por offset. Devido a dispersdo dos resultados dentro da
mesma concentracao, foram utilizadas apenas duas amostras na etapa de calibracao
do modelo, na qual se realizou uma validacdo cruzada leave-one-out e por fim foi
usada uma amostra externa ao conjunto de calibracdo para predicdo. Essa dispersao
nos dados pode ser oriunda de varios fatores: o fato do médulo ATR ter apenas uma
reflexdo interna implica diretamente no grau de intensificacdo, pois a area de
irradiacdo € diretamente proporcional a amplitude do efeito SEIRA. Além disso, o0s
pequenos volumes utilizados da suspenséo coloidal de nanoparticulas (1 pL) e do
analito (0,5 pL) também contribuem para uma maior variabilidade nos resultados. A

Tabela 12 resume os resultados obtidos.
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Tabela 12 - Principais métricas de avaliacdo do modelo de regressao por PLS para ATZ na
faixa de 0,001 a 0,1 pg/mL utilizando pré-processamento de primeira derivada.

Métrica Valores obtidos
R? 0,91
Variaveis latentes 3
RMSECV* 0,012
RMSEP* -
Bias 0,0001
LOD* 0,0095 - 0,017
LOQ* 0,029 - 0,052

* unidade: pg/mL

Os resultados demonstraram um coeficiente de determinacéo para a calibragcéo
de 0,91, porém nao foi possivel validar o modelo e o obter os dados de previséo devido
a alta dispersao nos dados nos conjuntos de calibracdo e predi¢cdo. Quanto ao LOD,
este ficou mais proximo dos limites dos métodos de referéncia e indica que o método
pode ser otimizado para ser utilizado como alternativa aos métodos convencionais. A
falta de reprodutibilidade nos resultados foi avaliada com uma analise exploratéria por
PCA na qual se observa a dispersao das amostras nos escores (Figura 43a) e 0s
pesos (Figura 43b) mostram a média dos espectros intensificados para PC1 e PC2

demonstrando algumas bandas caracteristicas da atrazina.
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Figura 43 — Analise exploratoria com PCA para amostras SEIRA da ATZ em concentragfes
de 0,001 pg/mL até 0,1 pg/mL; a) escores; b) pesos.
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Fonte: Autoria proépria.

Os experimentos envolvendo SEIRA possibilitaram a identificacdo de atrazina
em uma concentracdo de até 0,001 pg/mL, como pode ser visto na Figura 44. Esse
resultado demonstra a capacidade do método de chegar a limites de deteccéo baixos,
compativeis com o que é demandado pelas agéncias reguladoras (limites maximos de
0,2 pg/L) (BRASIL, 2005; UNIAO EUROPEIA, 2008). Além disso, também pode ser
observado que ha uma proximidade com os LOD de técnicas de referéncia (HPLC-
MS/MS e GC-MS) (PANUWET, P. et al., 2008; DELLA-FLORA, A. et al., 2018).
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Figura 44 — Espectro FT-IR/ATR da Atrazina, nanoparticulas Ag.Se/MPA registradas como
branco e espectro SEIRA da Atrazina 0,001 pg/mL.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou um novo procedimento para ensaios
envolvendo espectroscopia SEIRA, que pode ser utilizado em qualquer equipamento
de infravermelho médio com modulo de ATR com reflexao Unica.

Verificou-se que os QDs de cobre (CuzxSe/MSA) e prata (Ag2Se/MPA)
utilizados sao materiais promissores como substratos SEIRA visto que apresentaram
fatores de intensificacdo compativeis com outros ensaios descritos na literatura e
ainda sao sintetizados em meio aquoso em sintese “one-pot”.

Os ensaios para definicdo do melhor sistema SEIRA demonstraram que 0s
fatores de intensificacdo observados para o violeta cristal 150 pg/mL com Cu2-
xSe/MSA ficaram em um patamar observado de até 2,4 vezes em compara¢cao com o
sinal analitico sem os QDs de Cu2xSe/MSA, demonstrando que ainda sdo necessarios
mais estudos com essa nanoparticula. Ja os EFs observados para Ag2Se/MPA, com
0 mesmo analito na concentracdo de 75 pg/mL mostraram intensificacdo de até 3,8.

Em relagcdo aos estudos envolvendo a atrazina, foi desenvolvido um método
gue utiliza uma quantidade pequena de analito, solvente e pontos quanticos, e que
permite andlises rapidas de amostras. Além disso, os QDs de Ag2Se/MPA
intensificaram 86 vezes o sinal da atrazina 0,1 pg/mL em 1547 cm-2.

Apesar dos resultados promissores e sensiveis obtidos com a espectroscopia
SEIRA, existem problemas de reprodutibilidade a serem superados como o tamanho
reduzido do cristal ATR (2 mm de diametro) e a Unica reflex&o interna no guia de onda
do acessorio UATR. Essas caracteristicas dificultam a determinacdo de ATZ devido
ao pequeno volume utilizado e consequentemente a amostragem ruim das
suspensodes de QDs e solucdes de ATZ.

Foram realizados estudos multivariados com PCA que se mostraram eficientes
na determinacdo de fatores de intensificacdo multivariados (MEF) levando-se em
conta o espectro da atrazina de 1800 - 650 cm™, sendo o maior MEF de 0,60 para
amostra de 0,1 pg/mL, valor duas vezes maior comparado a amostra de 50 pug/mL.
Esse estudo pode melhorar a compreensdo e 0 estabelecimento de métodos
guantitativos multivariados SEIRA.

Por fim, verificou-se que o modelo de regressdo com PLS envolvendo os
espectros FT-IR da ATZ ndo se mostrou tao sensivel quanto as outras determinacdes

descritas na literatura. Modelos quantitativos envolvendo SEIRA precisam ser mais
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investigados a fim de minimizar problemas de reprodutibilidade encontrados na
pesquisa, como o baixo volume suportado pelo cristal ATR e a utilizacdo de etanol
como solvente para a atrazina. Assim, através de uma analise qualitativa com SEIRA
foi possivel identificar ATZ em uma concentracao de até 0,001 pg/mL, compativel com
a legislacéo brasileira e europeia, a qual ndo é possivel de ser analisada apenas com

a espectroscopia de infravermelho convencional.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar o método SEIRA desenvolvido para analise de atrazina com acessorio
ATR com multiplas reflexfes internas;

e Realizar planejamentos experimentais para otimizacdo de parametros de
analise da atrazina como relacdo substrato/analito, natureza do analito,
natureza do agente estabilizante, polarizacdo e angulo de incidéncia da
radiacéo IV,

e Investigar possiveis substratos (FTO, ITO, aluminio) para deposi¢cdo dos
pontos quanticos visando uma melhor reprodutibilidade;

e Aplicacdo do método SEIRA para deteccdo de ATZ em amostras reais;
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APENDICE A

Graficos de corantes para o estudo da concentracéo
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APENDICE B

Espectros relativos ao estudo sobre resolucao e niumero de varreduras
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APENDICE C
NOTA A IMPRENSA

Pesquisadores da UFPE desenvolvem método inovador para deteccéo de

herbicida

Cientistas do Programa de Pdés-Graduagdo em Quimica da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) desenvolveram uma nova técnica para
monitoramento de poluentes ambientais, como corantes e herbicidas. O estudo, parte
da tese de doutorado de Felipe Cunha da Silva Trindade, coordenado pela Profa. Dra.
Claudete Fernandes Pereira, utilizou a Espectroscopia de Absorc¢éo no Infravermelho
Intensificada por Superficie (SEIRA) com pontos quanticos de cobre e prata. A
pesquisa focou na deteccdo do herbicida atrazina, amplamente utilizado em
plantacdes de milho e cana-de-aclcar e, se mal administrada, pode causar sérios
riscos a saude humana. A pesquisa utilizou pontos quanticos, materiais
semicondutores em escala nanométrica, para intensificagdo do sinal da atrazina,
permitindo assim detectar concentracfes extremamente baixas de atrazina, até 1
pg/L, demonstrando uma sensibilidade comparavel as técnicas convencionais. A
analise mostrou-se rapida, ndo destrutiva e de baixo custo, sendo uma alternativa
viavel para o monitoramento ambiental e controle de qualidade de alimentos.

Esse trabalho destaca a importancia da pesquisa cientifica para a sociedade,
especialmente no contexto brasileiro, onde o uso de defensivos agricolas é crescente.
O novo método pode contribuir significativamente para a seguranca ambiental e
alimentar, oferecendo uma ferramenta eficaz para a deteccéo de substancias nocivas.
Por fim, este trabalho representa um avanco significativo na &rea de quimica analitica

e reforca o compromisso da UFPE com a inovagao e a sustentabilidade.



