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RESUMO

Estratégias de sensoriamento quimico estdo sendo desenvolvidas como uma possivel alternativa
para detectar pesticidas em amostras de alimentos, de forma simples e de baixo custo. Dentre
0s nanomateriais empregados, os Pontos Quéanticos de Carbono (PQCs) constituem uma 6tima
opcdo para a construcdo de um sensor, cujo mecanismo de sensoriamento se baseia na
transferéncia de energia ressonante de Forster (FRET). Assim, nanoparticulas de prata (AgNPs)
podem ser utilizadas na supressdo de luminescéncia dos PQCs, o que as tornam excelentes
coadjuvantes na identificacdo dos analitos. Portanto, o objetivo desse trabalho é propor uma
estratégia de sensoriamento utilizando PQCs e AgNPs, a fim de identificar pesticidas de
diferentes classes quimicas, por meio de métodos quimiométricos. Os PQCs foram sintetizados
pelo método solvotérmico e as AgNPs obtidas foram estabilizadas com poliacrilato de sodio
(PAA) e polietilenoimina (BPEI). As amostras foram caracterizadas por espectrofotometria
UV-Vis, espectroscopia de fluorescéncia, TEM, FTIR, espectroscopia Raman e XPS. As
amostras selecionadas para o sensoriamento apresentaram bandas de emissdo proximas a 420
nm, regido da banda de absorcdo das AgNPs. As amostras Ag@PAA e a Ag@BPEI
apresentaram tamanhos de particula de 2,24 + 0,49 nm e de 17,95 + 12,59 nm, respectivamente.
Apb6s a otimizagdo das condi¢cBes experimentais e através de analise discriminante, os
pesticidas propanil, paration, dimetoato, clorpirifos e pirimicarbe foram identificados com um
nivel de confianca de 95%. Posteriormente, o poder de discriminacdo da estratégia foi avaliado
para trés desses pesticidas, utilizando-se amostras de arroz, cenoura, laranja e pimentéo.
Avaliou-se, em seguida, a discriminagdo dos pesticidas utilizando-se concentra¢cbes mais baixas
dos analitos, aplicando-se os métodos de Analise Linear Discriminante (LDA) e Andlise de
Componentes Principais (PCA). Com isso, foi possivel verificar a sensibilidade da estratégia de
sensoriamento até uma concentracdo de 0,025 ppm de pesticida. Portanto, foi possivel
desenvolver uma estratégia de sensoriamento baseada em PQCs para a identificacdo de

pesticidas em alimentos.

Palavras-chave: Pontos Quanticos de Carbono. Fluorescéncia. Sensoriamento Quimico.

Nanoparticulas de Prata. Pesticidas.



ABSTRACT

Chemical sensing strategies are being developed as a possible alternative to detect pesticides
in food samples, in a simple way and low cost. Among the nanomaterials used, the carbon
quantum dots (PQCs) are a great option for the construction of a sensor, whose sensing
mechanism is based on the Forster Resonance Energy Transfer (FRET). Then, silver
nanoparticles (AgNPs) can be used in the quenching of luminescence of the PQCs, which
make them excellent coadjuvants in the identification of the analytes. Therefore, the objective
of this work is to propose a strategy of sensing using PQCs and AgNPs, in order to identify
pesticides of different chemical classes, by means of chemometrics methods. The PQCs were
synthesized by the solvothermic method and the AgNPs obtained were stabilized with sodium
polyacrylate (PAA) and polyethyleneimine (BPEI). The samples were characterized by UV-
Vis spectrophotometry, fluorescence spectroscopy, TEM, FTIR, Raman spectroscopy and
XPS. The samples selected for the sensing showed emission bands close to 420 nm, the region
of the AgNPs absorption band. Ag@PAA and Ag@BPEI samples had particle sizes of 2.24 +
0.49 nm and 17.95 £ 1259 nm, respectively. After optimization of the experimental
conditions and through discriminant analysis, the pesticides propanyl, parathion, dimethoate,
chlorpyrifos and pyrimicarb were identified with a confidence level of 95%. Subsequently, the
power of discrimination of the strategy was evaluated for three of these pesticides, using
samples of rice, carrot, orange and pepper. The discriminating of pesticides was then
evaluated using lower concentrations of analytes by applying the Linear Discriminant
Analysis (LDA) and Principal Component Analysis (PCA) methods. With this, it was possible
to verify the sensitivity of the sensing strategy up to a concentration of 0.025 ppm of
pesticide. Therefore, it was possible to develop a PQC-based sensing strategy for the

identification of pesticides in food.

Keywords: Carbon Quantum Dots. Fluorescence. Chemical Sensing. Silver Nanoparticles.

Pesticides.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia estuda a manipulacdo de atomos e moléculas para fabricar
materiais, nos quais pelo menos uma de suas dimensdes estd na faixa de nandémetros (1 — 100
nm) (KHATRI; TYAGI; RAWTANI, 2017; THARMAVARAM; RAWTANI; PANDEY, 2017).
Assim, 0s materiais avangados, que se encontram nessa faixa, sdo denominados de nanomateriais
e compreendem nanotubos, nanofolhas, além de uma grande variedade de nanoparticulas. De
acordo com a Figura 1, é possivel observar a dimensio nanométrica (10° m), comparada com a

de outros materiais, dentre os quais se destacam materiais bioldgicos.

Figura 1 — Diferentes escalas de materiais inorganicos e bioldgicos.

A

108

s
Nanometers

Adaptado de http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-
chart-ruler-2/ Acesso: 20/12/2018 as 19:01 h.

Dentre 0s nanomateriais, uma classe que vem ganhando destaque nos Gltimos
anos sdo 0s materiais a base de carbono. Esse elemento € um dos mais abundantes do
universo, existindo em diversas formas alotrOpicas na natureza e como componente
majoritario dos organismos vivos. Em escala nanométrica, observa-se que os materiais que
contém carbono podem existir na forma de nanofibras, nanotubos, grafenos, fulerenos e
pontos quanticos (JALEEL; PRAMOD, 2018). Vale salientar que os pontos quanticos de
carbono (PQC) tém ganhado destaque nas ultimas décadas devido a sua elevada
aplicabilidade, especialmente no campo dos sensores. Nesse tipo de sensor, muito utilizado na
analise de contaminantes, é possivel explorar o seu mecanismo de fluorescéncia, a fim de
detectar e quantificar o analito (LI et al., 2018). Portanto, o presente trabalho busca
desenvolver uma nova estratégia de sensoriamento quimico, com potencial para ser aplicado

na analise de pesticidas em amostras de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma estratégia de sensoriamento baseada no mecanismo de
fluorescéncia dos PQCs associado a nanoparticulas de prata (AgNPs), para identificacdo de

pesticidas em extratos de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

o Sintetizar PQCs pelo método solvotermal, a partir de um planejamento experimental,
estudando as variaveis de sintese: tempo, temperatura e solvente;

o Obter os espectros de absorcdo e emissdo das amostras obtidas, assim como 0s
respectivos rendimentos quanticos e 0s espectros vibracionais na regido do
infravermelho (FTIR);

o Sintetizar AgNPs, utilizando polimeros como agentes estabilizantes;

o Caracterizar as AgNPs por espectrofotometria UV-Vis, microscopia eletronica de
transmissdo (TEM), FTIR, espectroscopia fotoeletrdnica de raios X (XPS) e analise
termogravimétrica (TGA);

o Caracterizar as amostras selecionadas de PQCs por TEM, espectroscopia Raman e XPS.

o Avaliar o efeito da concentragdo na intensidade de fluorescéncia dos PQCs e determinar
a melhor concentracdo de AgNPs para o sensoriamento;

o Desenvolver uma estratégia de sensoriamento quimico para identificar os pesticidas
propanil, paration, dimetoato, clorpirifos e pirimicarbe, através de métodos

quimiomeétricos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pontos quénticos de Carbono

Os PQCs constituem uma nova classe de materiais de carbono fluorescentes
apresentando diametro inferior a 10 nm (TUERHONG; XU; YIN, 2017). Trata-se de
nanoparticulas, descobertas acidentalmente em 2004, durante o processo de purificacdo dos
nanotubos de carbono (XIAOYOU XU et al., 2004). Sua estrutura pode ser amorfa ou
nanocristalina com nuacleos de carbono sp?, embora alguns estudos recentes mostrem a
existéncia de estruturas semelhantes a do diamante, constituida por carbonos sp3 (ZHENG et
al., 2015). Nos ultimos anos, os PQCs tém sido bastante estudados devido as suas excelentes
propriedades: biocompatibilidade (LIAO; CHENG; ZHOU, 2016), facil sintese e
funcionalizacdo (HU et al., 2017; WANG et al., 2018) e estabilidade fotoluminescente
(HUANG et al., 2014b). Associando essas propriedades, os PQCs podem ser aplicados em
diversas areas, como fotocatalise (LI et al., 2010), nanomedicina (PENG et al., 2017),
educacdo (CRUZ et al., 2017) e como sensores de pesticidas (LIN et al., 2018).

Para verificar o estado da arte, uma pesquisa na base de dados cientifica
ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com) revelou um aumento gradativo das pesquisas
envolvendo o termo “Carbon Quantum Dots”, em um projecdo realizada entre os anos de
2009 e 2019, conforme apresentado na Figura 2. A partir dos dados apresentados, é possivel
entender a relevancia da pesquisa acerca dos PQCs. Ao longo de dez anos, a quantidade de
artigos cientificos publicados sobre esses nanomateriais praticamente quadruplicou. Pode-se
perceber, desse modo, que varios grupos de pesquisa estudam novas rotas sintéticas e novos
precursores para obter PQCs que possam ser aplicados nas diversas areas mencionadas. Vale
salientar que as propriedades Opticas dos PQCs podem ser moduladas em funcdo desses
fatores. Nesse sentido, nanoparticulas com diferentes estruturas sao obtidas, de forma que é
essencial caracterizé-las estruturalmente, além de investigar possiveis aplicagdes, tais como
no sensoriamento quimico. Assim, a proposta desse trabalho é explorar o potencial dos PQCs

como sensores quimicos de pesticidas.


http://www.sciencedirect.com/
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Figura 2 — Levantamento sobre a producéo cientifica relacionada a trabalhos contendo PQCs, realizado em 18
de junho de 2019.
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Fonte: préprio autor

3.1.1 Fluorescéncia dos PQCs

Os PQCs apresentam como propriedade principal uma intensa fotoluminescéncia
dependendo do comprimento de onda de excitagdo. Esse processo de emissao de luz pode ser
classificado em fluorescéncia e fosforescéncia. Em ambos os processos a forma de excitacao
dos elétrons na molécula se da pela absorcdo de fotons. A diferenca marcante entre os
processos € indicada pelo nimero quantico de spin: na fluorescéncia, ocorre a emissao de um
féton durante uma transicéo entre estados com mesmo nimero quéntico de spin, enquanto na
fosforescéncia, a transi¢cdo ocorre entre estados com ndmeros quanticos de spin diferentes.
Como consequéncia, o processo de fluorescéncia possui um tempo de vida curto (entre 108 e
10*s), enquanto a fosforescéncia apresenta um tempo de vida mais longo (10 a 107 s), ap6s
a excitagdo (HARRIS, 2017). Assim, os PQCs possuem um processo de emissdo por
fluorescéncia, uma vez que sua intensa luminescéncia é visualizada apenas enquanto as
particulas estdo sendo excitadas.

O mecanismo de fluorescéncia caracteristico dessas nanoparticulas pode ser
utilizado em aplicagcdes analiticas (TUERHONG; XU; YIN, 2017). Vale destacar que a
intensa fluorescéncia dos PQCs esta diretamente relacionada ao seu rendimento quantico.

Para calcular esse parametro, diferentes concentracdes da amostra sdo preparadas em solugdo
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aquosa e o0s espectros de fluorescéncia sdo registrados. Entdo, a intensidade de fluorescéncia
integrada obtida para a amostra em funcdo da absorbancia é comparada com um padrdo
(geralmente sulfato de quinina, rodamina B ou fluoresceina), utilizando a Equacdo (1) (ZHU
etal., 2014):

P = Prey (-rr];f) (A:‘ff) (n:af)g @)

onde @ € o rendimento quantico, | é area integrada do espectro de emissao, A € a absorbancia
no comprimento de onda de excitacdo e n € o indice de refracdo do solvente. O subscrito ref
refere-se aos valores obtidos para o padrdo, o qual apresenta rendimento quéntico conhecido.

Ha trés teorias que buscam explicar a luminescéncia dos PQCs: efeito de
confinamento quantico (transicdes band-gap), efeito de armadilhas de superficie, e o estado
da molécula (ZHU et al., 2015). A primeira teoria foi estudada por Li et al (LI et al., 2010),
através da preparacdo de PQCs por métodos eletroquimicos. Esses autores obtiveram PQCs
na faixa de 1,2 a 3,8 nm e observaram que as propriedades de fotoluminescéncia variaram
sensivelmente de acordo com o tamanho de particula; para comprovar que a variacdo da
energia era proveniente do nucleo grafitico, os mesmos autores fizeram céalculos tedricos e
mostraram que a medida que o tamanho do nucleo aumentava, havia uma diminuicdo no gap
de energia. Assim, deduziu-se que a forte emissdo de luz dos PQCs era proveniente da
estrutura do grafeno presente no ndcleo dos PQCs.

Estudos recentes apontam uma dependéncia entre o comprimento de onda de
excitacdo com o comprimento de onda de emissdo nos PQCs (WANG et al., 2013); nesses
trabalhos, essa caracteristica esta relacionada a defeitos existentes na superficie das
nanoparticulas, ocasionados por grupos funcionais presentes. Tais grupos possuem Varios
niveis de energia, 0 que resulta em uma série de armadilhas emissivas. Nessa perspectiva, a
funcionalizacdo das nanoparticulas tem um relevante papel na estabilidade da sua superficie,
envolvendo sitios de armadilhas de energia, responsaveis pela emissdo de luz (DONG et al.,
2013a). Considerando isso, normalmente realiza-se a funcionalizag&o dos PQCs, o que reflete
em um aumento no seu rendimento quantico. Li e colaboradores modificaram a superficie dos
PQCs com moléculas organicas contendo nitrogénio e observaram que a funcionalizacdo da
superficie das nanoparticulas resultou no aumento na intensidade de sua fluorescéncia (LI et
al., 2014).
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E importante ressaltar que, mesmo sem a adicio de agentes funcionalizantes,
aqueles precursores que possuem em sua estrutura grupos funcionais com &atomos de
nitrogénio e enxofre, por exemplo, sdo capazes de produzir PQCs com excepcionais
propriedades dpticas. Como exemplo, reporta-se na literatura PQCs altamente fluorescentes,
sintetizados a partir de L-cisteina e glutationa; nesse caso, ambos 0s precursores apresentam
grupos funcionais tiol, carboxila e amina (ODRIOZOLA et al., 2007).

A terceira teoria, denominada de estado da molécula, relaciona a fluorescéncia dos
PQCs a presenca de grupos cromoforos na superficie ou no interior da nanoparticula. De
acordo com essa hipdtese, pequenas moléculas de fluor6foros sdo formadas em baixas
temperaturas de reacdo. Com o aumento da temperatura, 0 processo de carbonizagédo
prossegue, e o nucleo carboénico é formado; simultaneamente ocorrem reacdes de desidratacdo
e de consumo dos fluordforos iniciais (KRYSMANN et al., 2012). Diante do exposto, nesse
trabalho a segunda teoria consegue explicar melhor a fluorescéncia dos PQCs sintetizados,

pois espera-se que estes possuam diferentes grupos funcionais em sua superficie.

3.1.2 Preparacéo de PQCs

Os métodos de sintese dos PQCs incluem as vias top down e bottom up, conforme
é possivel observar na Figura 3. No primeiro caso, parte-se de materiais com estruturas de
carbono maiores, como carvéo ativado (DONG et al., 2010) ou grafite (YA-PING SUN et al.,
2006), utilizando diferentes metodologias, que incluem ablacdo a laser, radiacdo de micro-
ondas e oxidacéo eletroquimica.

Por outro lado, nas abordagens bottom up, os PQCs podem ser sintetizados a
partir de precursores moleculares, como por exemplo, acido citrico (CAl et al., 2015),
histidina (HUANG et al., 2014a), carboidratos (TANG et al., 2017) e quitosana
(CHOWDHURY; GOGOI; MAJUMDAR, 2012). Esses precursores podem ser submetidos a
pirélise assistida por micro-ondas (ZHAI et al., 2012), métodos solvotérmicos (WU et al.,
2012) e hidrotérmicos (DE YRO et al., 2019). Durante o tratamento hidrotermal, ocorrem
reacOes de desidratacdo, polimerizagdo e nucleacdo, conforme observado por Yang et al
(2011). Esses autores promoveram o tratamento hidrotérmico de glucosamina a 140° C em
autoclave, no qual foram obtidas nanoparticulas de carbono, com fluorescéncia em 510 nm

(YANG; LI; WANG, 2011). Vale ressaltar que através dessa abordagem controla-se mais
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facilmente o tamanho das nanoparticulas sintetizadas, e consequentemente, a fluorescéncia

dos PQCs, observando-se também uma melhor estabilidade coloidal do material em agua.

Figura 3 — Abordagens bottom up e top down para a sintese de PQCs.
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Para a obtencdo dos PQCs, inumeras fontes de carbono, além daquelas

mencionadas na se¢do 3.1.2, podem ser utilizadas como precursores sintéticos. Pode-se partir

de materiais como fio de cabelo (LIU et al., 2014a), grama (LIU et al., 2012); alimentos,
como suco de laranja (SAHU et al., 2012), cha (KONWAR et al., 2017), leite (WANG et al.,
2016a), ou precursores moleculares, como &cido citrico (ZHOU et al., 2015a), glicose
(ZHANG et al., 2014) e acido folico (CAMPOS et al., 2016a). Além desses, um precursor

molecular inédito na literatura é a riboflavina.
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Também conhecida como vitamina B2, a riboflavina é uma das vitaminas
hidrossolUveis mais importantes envolvidas em muitas reacBes de Oxido-reducdo em
processos bioquimicos, sendo uma substancia de baixa toxicidade (ASTANOV et al., 2014;
VOICESCU et al., 2019). Essa molécula é composta por uma unidade de isoaloxazina e uma
unidade do &lcool ribose, conforme apresentado na Figura 4, e possui uma fluorescéncia
caracteristica com comprimento de onda méaximo de emisséo entre 520 e 530 nm, relacionado
a forte emissdo da coloracéo verde, quando presente em solucdo aquosa (LEWANDOWSKI
et al., 2015; WANG et al., 2017).

Contudo, a riboflavina é muito sensivel a luz, sendo facilmente degradada, tanto
na regido do ultravioleta, como do visivel, o que limita a sua utilizacdo como sensor quimico
(EWING, 1972) Além disso, quando a riboflavina é reduzida, ha extincdo da sua
fluorescéncia. A fim de contornar esse problema, utilizando-se métodos hidrotermais, é
possivel promover reacdes de condensacdo de moléculas de riboflavina, resultando na
formacdo de PQCs, de modo semelhante ao que CAMPOS et al. (2016a) realizaram, quando

submeteram o acido félico ao tratamento hidrotermal.

Figura 4 — Formula estrutural da riboflavina.
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3.2 Nanoparticulas de prata

Outra classe de nanomateriais, a qual pode ser uma poderosa ferramenta na
construcdo de sensores quimicos, sdo as nanoparticulas metalicas. Nos Ultimos anos, €
crescente 0 numero de publicagbes relacionando nanoparticulas de ouro (AuNPs) e
nanoparticulas de prata (AgNPs) como sensores para a determinacdo de pesticidas (DAR,;
WALIA; ACHARYA, 2016; SHRIVAS et al., 2016). Comparada com as AuNPs, as AgNPs
apresentam um custo mais baixo. Além disso, a prata reduzida na forma de nanoparticula
adquire propriedades oOpticas peculiares, tais como a absorcdo de luz caracteristica na regido
visivel, 0 que a torna uma boa opcao para desenvolver um sensor quimico (ARVIZO et al.,
2012).

A prata € um metal de transi¢do externa, de nimero atdmico 47 e peso molecular
de 107,86 g.mol, encontrado em muitos minerais, como a argentita (Ag.S), cloreto de prata
(AgCl) ou prata metalica (Ag®) (LEE, 1999). Ela possui propriedades Gnicas, como boas
condutividades elétrica e térmica, atividade antibacteriana, sendo muito explorada em é&reas,
como biomedicina (BURDUSEL et al., 2018), catdlise (ALSHAMMARI; KALEVARU;
MARTIN, 2016) e sensores (SILVA-DE HOYOS et al., 2017).

Sabe-se que as propriedades quimicas e fisicas, assim como tamanho e morfologia
das AgNP séo fortemente influenciadas pelas condi¢des experimentais: tempo e temperatura
de sintese, cinética de interacdo dos ions metalicos com os agentes redutores e adsor¢do do
agente estabilizante nas nanoparticulas (YUGOSLAV COMMITTEE FOR CHEMICAL
ENGINEERING. et al., 2011). Nesse sentido, é extremamente relevante entender as possiveis
rotas sintéticas, para aplicar aquelas mais adequadas para o desenvolvimento da estratégia de

sensoriamento.

3.2.1 Métodos de sintese de AgNPs

Para sintetizar AgNP, pode-se utilizar dois métodos: fisicos e quimicos. A
diminuicdo das chances de contaminacao do solvente nos filmes finos e a homogeneidade na
distribuicdo das nanoparticulas sdo algumas vantagens dos meétodos fisicos (BEYENE et al.,
2017). Os métodos fisicos incluem especialmente a evaporacdo/condensacdo (WILEY et al.,

2006) e a ablacédo a laser (IRAVANI et al., [s.d.]). Esse ultimo é bastante empregado e 0s
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principais fatores que influenciam nesse processo sdo: o comprimento de onda do laser que
atinge o alvo metalico; o periodo dos pulsos de laser; a extensdo do tempo de ablagdo; o0 meio
liquido eficiente, com ou sem a existéncia de surfactantes; e a poténcia do laser.

Dentre os métodos quimicos, 0s mais comuns sdo a reducdo na presenca de
compostos inorganicos ou organicos. Nesses processos, sdo obtidas solugfes de prata
coloridas, devido & presenca do metal, em cuja superficie ha elétrons livres na banda de
conducéo e nucleos carregados positivamente. Ocorre entdo a aglomeracdo dos oligdmeros a
medida que os ions metalicos se reduzem, que resultam na formagédo das AgNPs (GETAHUN
MERGA et al., 2007). Os principais agentes redutores utilizados s&o: borohidreto de sodio
(PRABHU; POULOSE, 2012), ascorbato de sédio (FIRDHOUSE; LALITHA, 2015) e N, N-
dimetilformamida (DMF) (IRAVANI et al., [s.d.]). E importante ressaltar que dentre os
métodos quimicos, ha a possibilidade de se utilizar os principios da quimica verde, utilizando
acucares redutores na obtencdo das AgNPs. Nesse caso, hd a possibilidade de se utilizar
diversos monossacarideos, 0s quais possuem o grupamento carbonila livre para reduzir o0s
fons Ag*; dentre eles, destaca-se: ribose, glicose, frutose, galactose e xilose (PETTEGREW et
al., 2014).

3.2.2 Agentes estabilizantes

A estabilizacdo das nanoparticulas pode ocorrer de duas formas gerais:
estabilizacdo eletrostatica ou estérica. A primeira é obtida pela coordenacdo de espécies
anionicas, tais como halogenetos, carboxilatos e polianions, o que resultara na formacao de
uma dupla camada elétrica, também conhecida como multicamada difusa, e por consequéncia,
as nanoparticulas irdo se repelir por forcas de Coulomb. A estabilizacdo estérica, por sua vez,
é obtida pela adicdo de agentes volumosos, geralmente organicos, que devido ao seu grande
volume, impedem que as particulas se agreguem no processo de difusdo (ABOU EL-NOUR
et al., 2010). Polimeros como &cido poliacrilico (PAA) e polietilenoimina ramificada (BPEI),
cujas formulas estruturais estdo presentes na Figura 5, sdo alguns exemplos que podem ser
utilizados. Vale salientar que a escolha do estabilizante permitird um ajuste da solubilidade
das nanoparticulas, caracteristica relevante quando elas estiverem atuando no sensoriamento

dos pesticidas.
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Figura 5 — Polimeros que podem ser utilizados como agentes estabilizantes durante a sintese de AgNPs: (a)
PAA; (b) BPEI.
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Fonte: prdprio autor.

3.2.3 Superficie plasmonica de ressonancia

As nanoparticulas metalicas apresentam diferentes cores, variando do azul ao
vermelho para as AgNPs, dependendo da sua forma e do seu tamanho. Esse fenébmeno é
oriundo da ressonancia plasménica de superficie (“surface plasmon resonance”, SPR), o qual
pode ser explicado pela oscilacdo coletiva de elétrons na superficie do material, que interage
com a luz incidida sobre ele. Essa oscilacdo faz com que os elétrons se concentrem em
determinado local do material por um curto periodo de tempo. O fendmeno é
termodinamicamente instavel, uma vez que reduz a entropia do sistema, o qual tende a
restaurar a situacdo inicial. Essa tendéncia de restauracdo aumenta a frequéncia de oscilacdo
dos elétrons na particula, o que é evidenciado pela formacédo da banda plasménica no espectro
de absorbéncia das nanoparticulas (BARNES; DEREUX; EBBESEN, 2003). A Figura 6

ilustra de forma esquematica o fendbmeno SPR.
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Figura 6 — Formacéo da banda plasmonica em AgNPs.

%

Fonte: préprio autor

3.3 Transferéncia de energia ressonante de Forster (FRET)

Um fendmeno de fluorescéncia observado em sensores é a transferéncia de
energia ressonante de Forster (“Forster Resonant Energy Transfer”, FRET). (GANIGA,;
CYRIAC, 2016; LINHART; KELEHER, 2018). Nesse fendmeno, uma molécula inicialmente
excitada (doadora) retorna ao seu estado fundamental, enquanto simultaneamente transfere
energia para um aceptor de elétrons no estado excitado. Isso ocorre devido as interacfes
dipolares através do doador excitado e o aceptor. De acordo com a teoria FRET, a taxa de
transferéncia de energia depende dos seguintes fatores (WANG et al., 2015): orientacéo
relativa entre os dipolos doador e aceptor; extensdo da sobreposi¢cdo do espectro de emissédo
de fluorescéncia do doador (fluoréforo) com o espectro de absorcdo do aceptor (o analito);
por fim, a distancia entre o aceptor e o doador deve ocorrer na escala nanométrica. Um sensor
baseado na plataforma FRET normalmente possui um fluoréforo e um nanoextintor,
constituindo um par FRET doador-aceptor. Desse modo, os PQCs podem atuar como
fluoroforos, enquanto nanoparticulas metalicas como as AgNPs podem ser aplicadas como
eficientes aceptores, devido ao seu coeficiente de extingdo molar e pela sua definida banda de
absorcédo (banda plasmoénica) (CHEN et al., 2013).

3.4 Pesticidas

Pesticidas sdo substancias quimicas utilizadas para prevenir, controlar ou eliminar
pragas em culturas agricolas, a fim de aumentar a produtividade (SONGA; OKONKWO,
2016). Nas ultimas décadas, tais compostos tém sido aplicados em larga escala, estando

presentes em cerca de um terco da producdo agricola mundial. O uso extensivo de pesticidas
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causa sérios impactos na vida humana e animal, uma vez que 0s grupos populacionais dos
ecossistemas afetados entram em contato direta e indiretamente com essas substancias,
acumuladas na agua potavel e em alimentos (CARTER; BLIZARD, 2016). Quando esses
alimentos sdo consumidos, os residuos sd@o acumulados nos tecidos dos organismos, causando
prejuizos a saude. Por exemplo, sabe-se que a exposicao de pesticidas pode causar defeitos
congénitos, infertilidade e desordens enddcrinas e respiratorias em seres humanos
(MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013). Além disso, quantidades traco desses compostos
residuais podem inativar irreversivelmente enzimas-chave no sistema nervoso central
(ALEJO-GONZALEZ; HANSON-VIANA; VAZQUEZ-DUHALT, 2018).

3.4.1 Classificac¢ao dos pesticidas

Considerando a toxicidade relativamente baixa, assim como a menor persisténcia
no ambiente e a alta eficacia contra insetos, roedores e pragas, carbamatos, piretroides sdo as
classes de pesticidas mais popularmente utilizadas (ARAGAY; PINO; MERKOCI, 2012). Os
pesticidas podem ser classificados em relagdo a sua finalidade, quanto a sua origem e com
base na sua estrutura quimica. No primeiro caso, segundo uma classificacdo proposta por
Vargas-Bernal et al (2012), os pesticidas podem ser classificados em:

e Herbicidas: pesticida utilizados para matar plantas indesejaveis ou para
minimizar o crescimento de ervas daninhas; deixa efeitos secundarios ndo perceptiveis. E
comumente aplicado para a limpeza de residuos, locais industriais e aterros ferroviarios;

e Fungicida: usado para matar ou inibir fungos e esporos de fungos, os quais
prejudicam a quantidade, a qualidade e o lucro da producéo;

e Inseticida: classe de pesticidas que combate insetos em diferentes estagios de
crescimento: ovo, larva e inseto. Quase todos os inseticidas modificam o ecossistema onde
séo aplicados;

e Bactericidas: sdo pesticidas utilizados para eliminar bactérias; podem ser
classificados em desinfetantes, em antissépticos e em antibioticos.

No que tange a sua origem o0s pesticidas podem ser divididos em naturais e em
sintéticos. O primeiro grupo inclui os pesticidas extraidos de vegetais e aqueles obtidos a
partir de Oleos minerais; o segundo pode ser subdividido em pesticidas inorganicos e

organicos (YADAV; DEVI, 2017). Os pesticidas inorganicos geralmente sdo organometalicos
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e contém algum metal de transicdo em sua composic¢éo. Os pesticidas organicos, por sua vez,
podem ser classificados em:

e Organoclorados: primeiro grupo de pesticidas sintetizado em laboratorio e
utilizados na agricultura e na satde publica. E utilizado contra uma ampla gama de espécies
de insetos e tem efeito residual a longo prazo. Os exemplos mais comuns incluem
diclorodifeniltricloroetano (DDT), lindano, endosulfan, propanil (YADAV; DEVI, 2017).

e Organofosforados: controlam a ampla variedade de pragas devido as suas
maltiplas funcbes; geralmente sdo biodegradaveis e levam a uma relativa menor
contaminacdo ambiental. Todavia, esses compostos sdo altamente tdxicos, uma vez que
podem inibir de modo irreversivel a enzima acetilcolinesterase, responsavel pela
neurotransmissao de impulsos nervosos, representando um grave risco a salde humana,
mesmo em pequenas quantidades (YAN et al., 2017). Como exemplos, tem-se paration,
malation, diaznon e glifosato.

e Carbamatos: sdo estruturalmente semelhantes aos organofosforados; a
diferenca esta na origem: enquanto os organofosforados séo originados do acido fosférico, os
carbamatos sdo derivados do &cido carbamico. Esse grupo inclui o carbaril, carbofurano,
propoxur, aminocarb e pirimicarbe (YADAV; DEVI, 2017).

e Piretroides: sdo reconhecidos por seu efeito rapido contra uma grande
variedade de insetos. Sdo sintetizados pela modificacdo quimica das piretrinas (pesticidas
naturais), introduzindo uma porcao bifenoxi e substituindo alguns hidrogénios por halogénios
a fim de garantir uma maior estabilidade ao ambiente e simultaneamente assegurar as
propriedades das piretrinas. Alguns exemplos de piretroides sdo a permetrina, a cipermetrina e
a deltametrina (ZACHARIA; TANO, 2011).

A Figura 7 apresenta um resumo da classificagdo dos pesticidas, além da estrutura
quimica dos pesticidas organoclorados, organofosforados, carbamatos, os quais foram

utilizados nesse trabalho.
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Figura 7 — Fluxograma representativo da classificacdo geral dos pesticidas, incluido os que foram utilizados
nesse trabalho.
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E importante ressaltar que os pesticidas sdo compostos que apresentam uma
toxicidade elevada a salde humana, especialmente devido ao consumo rotineiro dos mesmos
produtos agropecudrios. E importante ressaltar que esses agrotoxicos sio lipofilicos, ficando
retidos nos tecidos adiposos dos organismos. Esta é a principal causa da magnificacdo
bioldgica, na qual sdo perceptiveis altas concentracdes de pesticidas em organismos dos niveis
troficos mais elevados da cadeia alimentar, patamar ocupado geralmente pelos seres humanos
(RAWTANI et al.,, 2018). Nessa perspectiva, a analise de residuos de pesticidas é uma
demanda urgente para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos, protegendo-se assim a

salide dos consumidores.

3.5 Metodos analiticos para identificar pesticidas

Nos ultimos anos, muitas tecnicas analiticas tém sido desenvolvidas para detectar

pesticidas em alimentos e em agua, dentre as quais se destaca a cromatografia liquida de alta



29

eficiéncia (CLAE) (WATANABE; BABA, 2015), eletroforese (BOL’'SHAKOVA; AMELIN,
2016), ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (YAN et al., 2014a) e técnicas eletroquimicas (XU
et al., 2017). Contudo, essas técnicas exigem equipamentos com detectores caros, preparo de
amostras e procedimentos complexos, além de analistas treinados (KIM; KIM; PARK, 2015).
Uma possivel alternativa ao uso desses métodos é o desenvolvimento de sensores quimicos,
0s quais oferecem muitas vantagens, especialmente por se basear em metodologias rapidas,
simples, com baixo custo de operacdo e alta sensibilidade e seletividade (SONGA;
OKONKWO, 2016). Dentre os sensores quimicos, destacam-se 0s sensores opticos, cujas
matrizes permitem a identificacdo facil e eficiente de diversos analitos, como o0s pesticidas
(FAN; DING, 2018; YAN; LI; SU, 2018). Nessa perspectiva, 0 mecanismo de fluorescéncia
caracteristico dos PQCs pode ser utilizado em aplicac6es analiticas (TUERHONG; XU; YIN,
2017).

3.6 Métodos quimiométricos na analise de pesticidas

O elevado numero de amostras somados a grande quantidade de pardmetros a
serem analisados tem atraido a busca por ferramentas de estatistica multivariada a fim de
gerar modelos matematicos, predizendo a origem dessas amostras com um nudmero reduzido
de andlises (SOUZA et al., 2015). Com essa premissa, a quimiometria € extremamente
difundida atualmente, sendo bastante util na extracdo de informacbes dos mais diversos
sistemas quimicos. A Sociedade Internacional de Quimiometria (“International Chemometrics
Society”, ICS) propde a seguinte definicdo para essa area da quimica: “Quimiometria é a
ciéncia relacionada a medidas realizadas em um sistema ou processo quimico, obtendo
informacdes sobre o estado do sistema através da aplicacdo de métodos matematicos ou
estatisticos.” (FERREIRA et al., 1999).

Para a analise de dados oriundos de espectros de fluorescéncia, os métodos
multivariados sdo mais adequados, porque permitem um estudo com varias espécies presentes
ao mesmo tempo, ndo importando a existéncia ou auséncia de diferengas em espectros, por
exemplo, ou uma alta correlagdo entre os dados. A quimiometria pode ser subdividida em
diversas areas, dentre as quais destaca-se o0 planejamento de experimentos, a calibracdo
multivariada e os métodos de reconhecimento de padrdes (analise exploratdria de dados). A

analise exploratoria € empregada para agrupar os dados que sdo similares entre si,
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organizando-os de forma a obter o efeito de cada variavel e suas interacdes sobre o conjunto
de dados. (NASCIMENTO et al., 2010; SOUZA; POPPI, 2012).

Os métodos de reconhecimento de padrfes sdo classificados em métodos nao-
supervisionados e métodos supervisionados. No primeiro caso, ndo existe supervisao, ja que
ndo se conhece inicialmente a que classes pertencem o0s objetos (ou pelo menos essa
informacgdo ndo é usada na construcdo do modelo). Como exemplos, tem-se os métodos de
analise de componentes principais (PCA) e analise de componentes hierarquicos (HCA). Por
sua vez, nos métodos supervisionados, as classes quimicas sdo previamente conhecidas e essa
informac&o é considerada durante a analise dos dados. Exemplos desses métodos sdo a analise
linear discriminante (LDA) e o método dos k-esimos vizinhos mais proximos (KNN).

3.6.1 Métodos nédo supervisionados de reconhecimento de padrbes

A PCA ¢é uma ferramenta quimiométrica a qual, a partir de um determinado
conjunto de dados, é capaz de condensar as informacgdes mais relevantes em um ndmero
reduzido de novas variaveis, ou seja, ela é aplicada para reduzir a dimensdo dos dados
originais (WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987). Esse método estd baseado transformacéo
das variaveis originais de uma matriz dados, onde as linhas representam as amostras e as
colunas as variaveis, em novas variaveis nao correlacionadas, chamadas componentes
principais (PC, do inglés “Principal Components”), que sdo combinacGes lineares das
varidveis originais. Quando o numero de PCs é significativamente menor que o nimero de
variaveis inicial obtém-se uma reducdo substancial de informacdo, proporcionando uma
melhor visualizacdo do conjunto de dados através das PCs. Sendo assim este método pode ser
utilizado na reducdo de informacdes, para reconhecimento de padrdes, na sele¢do de amostras,
na construcdo de modelos para calibragdo multivariada, entre diversas outras aplicacdes
(WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987).

A Analise Hierarquica por Agrupamentos (HCA) é utilizada para dividir um
conjunto maior de observagdes ou amostras em pequenos grupos, cujas caracteristicas sejam
similares, evidenciando ndo somente as semelhancas, mas também as diferencas entre as
amostras ou observacOes. Para a formacdo desses grupos, cada amostra € inicialmente
considerada como um grupo e as distancias (comumente a Euclidiana) entre todos 0s grupos
sdo calculadas (MELQUIADES et al., 2014). A HCA é baseada no principio de que amostras
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que sdo espacialmente mais proximas sdo similares e, portanto, podem ser consideradas
pertencentes & mesma classe ou grupo. Desse modo, as amostras que possuem a menor
distancia entre si sdo consideradas um novo grupo e o procedimento se repete até que se
obtenha apenas um agrupamento com todas as amostras (MARCELO; POZEBON; FERRAO,
2015)

3.6.2 Métodos supervisionados de reconhecimento de padrdes

Quando se deseja apenas a redugdo efetiva ou mesmo a representacdo mais
econdmica dos dados que tém alta dimensionalidade, a PCA mostra-se adequada. Baseado no
mesmao principio de se trabalhar com as projec6es das amostras em uma base n-dimensional e
determinar uma base vetorial que melhor discriminasse as amostras, foi proposto por Ronald
A. Fisher um critério de maximizacdo da separacdo entre duas ou mais classes de amostras
que ficou conhecido como “Linear Discriminant Analysis” (LDA) (BELHUMEUR,
HESPANHA; KRIEGMAN, 1997). Nesse método qualitativo, atribui-se o valor +1 a variavel
dependente das amostras da classe A do conjunto de treinamento, enquanto o valor -1 é
atribuido as amostras da classe B. Aplicando um método de regressao linear multipla, obtém-
se uma expressdo para cada classe, dada pela combinacdo linear das variaveis originais que
representa um hiperplano no espaco. O método de LDA, apesar de ser muito empregado e
historicamente o primeiro a ser utilizado na quimica, apresenta algumas desvantagens quando
aplicado ao tratamento de dados instrumentais, quando o numero de varidveis € elevado
(FERREIRA, 2015). Assim, ¢é possivel combinar esse método com outros, como a PCA, ou a
outros métodos de regressdo (regressdo pelos minimos quadrados parciais, PLS-DA), quando

0 ndmero de variaveis € muito mais elevado do que o nimero de amostras.

O método dos k-ésimos vizinhos mais préximos consiste no calculo da distancia
entre uma amostra desconhecida e todas as amostras do conjunto de treinamento. A atribuicdo
a uma classe € feita por votos usando a classe de amostras mais proximas como critério.
Calcula-se a distancia entre todas as amostras do conjunto de treinamento no espago J-
Dimensional. Pode-se usar a distancia Euclidiana ou a distdncia de Mahalanobis, por
exemplo. Os K vizinhos mais proximos de cada amostra séo escolhidos para votar. Cada um
deles da um voto para sua classe. A classe que recebe mais votos ganha a amostra. Em caso

de empate, a classe com a menor distancia acumulada fica com a amostra. O processo €
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repetido para diferentes valores de K. O nimero de vizinhos selecionado no modelo final €
escolhido com base no numero de erros de classificacdo (FERREIRA, 2015).

3.6.3 Métodos de calibracdo multivariada

Existem ainda os métodos de calibragdo multivariada, também conhecidos como
modelos de regressao. Os principais sdo a regressao por componentes principais (PCR) e a
regressdo por minimos quadrados parciais (PLS). Os dados originais sdo projetados em um
subespaco de dimensdo menor, no qual somente as informagdes relevantes sdéo mantidas. A
diferenca entre os dois métodos estd na forma como os fatores sdo calculados: no PCR, o
subespaco é gerado pelas componentes principais, que explicam a variancia na matriz X; no
PLS, o subespaco é gerado pelas variaveis latentes, que contém informac@es tanto da matriz
de dados quanto da propriedade de interesse (FERREIRA, 2015). Todas as varidveis
relevantes sdo incluidas nos modelos via PCR ou PLS, o que implica que a calibracdo pode
ser realizada eficientemente mesmo na presenca de interferentes, ndo havendo necessidade do
conhecimento do nimero e natureza dos mesmos. Os métodos PCR e PLS sédo robustos, isto
é, seus parametros praticamente ndo se alteram com a inclusdo de novas amostras no conjunto
de calibracdo (FERREIRA et al., 1999).

3.7 Motivacgéo para o desenvolvimento da pesquisa

O uso intensivo de pesticidas em culturas de alimentos é uma prética que se torna
cada vez mais comum na eliminacdo de pragas e o Brasil é apontado como um dos paises que
mais utilizam esse tipo de insumo (MEIRA, 2015). Diante desse cenario, € extremamente
relevante conhecer os limites maximos permitidos para o uso de tais substancias, além de
desenvolver novas formas de sensoriamento.

Conforme definigdo, o nivel de residuos de um pesticida no alimento ndo deve
ultrapassar o Limite Maximo de Residuo (LMR) na medida em que o produtor segue todas as
indicagdes contidas no rétulo dos produtos e as Boas Préaticas Agricolas (BPA) e, a0 menos

em principio, o consumo de alimentos contendo residuos de pesticidas até o LMR ndo deve
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significar um risco para a saude humana, porém nédo deve ser considerado como uma forma de
protecdo a saude humana (FAO, 2003).

De acordo com o regulamento técnico (RT) da Anvisa, LMR é definido como
quantidade maxima de residuo de agrotéxico ou afim oficialmente aceita no alimento, em
decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica, desde sua producdo até o consumo,
expressa em partes (em peso) do agrotoxico, afim ou seus residuos por milhdo de partes de
alimento (em peso) (ppm ou mg.kg™?) (BRASIL, 2002). Nesse mesmo RT s&o definidos os
limites recomendados para o uso de alguns pesticidas em determinadas culturas. Por exemplo,
para as culturas de arroz, pode-se aplicar em situacdo de pds-emergéncia das plantas
infestantes um valor maximo de 2,0 mg.kg™ do pesticida propanil, enquanto para o pesticida
paration esse valor é de 0,2 mg.kg™* (BRASIL, 2002).

Adicionalmente, deve-se ponderar que foram detectados residuos de agrotdxicos
em concentragdes muito baixas, que, a luz do conhecimento atual, podem ndo acarretar risco a
salide. Alguns paises da Unido Europeia, por exemplo, tém adotado um valor de 0,01 mg.kg™
para 0 LMR de pesticidas ndo autorizados ou proibidos (QUEIROZ; FERRACINI; ROSA,
2012). Diante disso, o desenvolvimento de novas metodologias de sensoriamento e que sejam
cada vez mais sensiveis a deteccdo de concentracdes tao baixas € extremamente relevante.

Por meio deste trabalho, propfe-se uma nova estratégia de sensoriamento,
utilizando nanomateriais. Os PQCs sdo excelentes candidatos, devido as suas excelentes
propriedades Opticas, conciliando um baixo custo de sintese a simples identificacdo dos
analitos. Para a obtencdo desses nanomateriais, € necessario basicamente uma fonte de
carbono e um aquecimento sob condig¢des controladas. Os PQCs sdo altamente fluorescentes e
esse sinal de fluorescéncia pode ser facilmente extinguido na presenca de agentes supressores.
Assim, outra classe de nanoparticulas pode auxiliar no sensoriamento de pesticidas. Sabe-se
que AgNPs suprimem a fluorescéncia dos PQCs (AMJADI; ABOLGHASEMI-FAKHRI;
HALLAJ, 2015a) e sdo facilmente obtidas seguindo-se os principios da Quimica Verde,
através da reducdo de uma solucdo que contenha ions Ag®, na presenca de agentes
estabilizantes. A partir da mistura das suspensfes coloidais dos dois nanomateriais na
presenca dos pesticidas, diferentes sinais de fluorescéncia sdo registrados. Com isso,
ferramentas quimiomeétricas, tais como PCA e LDA podem ser bastante uteis na analise

qualitativa dos analitos conduzindo a identificacdo dos pesticidas em extratos de alimentos.



34

4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

Os reagentes utilizados nesse estudo foram riboflavina (C17H20N4Os, 98,0%,
Sigma-Aldrich), nitrato de prata (AgNOs3, 99,8%, Dindmica), xilose anidra (CsH100s, 99,0%,
Dindmica), poliacrilato de sddio (PAA) ((CsHsNaOz),, 5100 g.mol?, Aldrich)
polietilenoimina (BPEI) (H(NHCH2CH.)nNHz, 25000 g.mol*, Aldrich), fosfato de sddio
monobasico (NaH2POa, 99,0%, Vetec), fosfato de sodio dibasico (NazHPO4, 99,0%, Vetec),
sulfato de magnésio (MgSOs, 98,0%, Vetec), cloreto de sddio (NaCl, 99,0%, Dindmica),
etilenodiamina (C2HgN2 98,0%, Vetec) etanol (99,8%) e acetonitrila (99,5%, Vetec). Utilizou-
se como padrdes analiticos os pesticidas propanil, paration, dimetoato, clorpirifos e
pirimicarbe. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e utilizados sem nenhum

tratamento prévio.

4.2 Sintese dos PQCs

Os PQCs foram sintetizados através do método solvotérmico, utilizando-se
riboflavina (vitamina B2) como precursor sintético. Adicionou-se 8,75 mL do solvente de
interesse a 250 mg de riboflavina até completa solubilizacdo. A solucdo foi transferida para
um reator de teflon de 50 mL (ou seja, ocupou-se um volume de 17,5% do reator) o qual foi
colocado em uma autoclave de bancada. Esta foi levada a um forno mufla a uma dada
temperatura, por um determinado tempo. Para analisar as condi¢fes que poderiam favorecer a
sintese dos PQCs (solvente, temperatura e tempo), foi proposto um planejamento
experimental utilizando-se dois solventes (agua e etanol), trés temperaturas (160, 180 e
200°C) e trés periodos de tempo (1, 3 e 5 h), obtendo-se um total de 18 amostras, as quais
foram devidamente rotuladas, conforme apresentado no Apéndice A. Apos cada periodo de
tempo, o reator foi retirado do forno, arrefecido a temperatura ambiente e seu contetdo
transferido para um frasco limpo, seco e codificado, o qual foi protegido da luz e do calor.
Separou-se 2 mL de cada uma das suspensdes coloidais, as quais foram liofilizadas a fim de

obter o pé para futuras caracterizagfes estruturais.



35

4.3 Testes preliminares dos PQCs: planejamento experimental

De acordo com o planejamento experimental proposto, foram obtidos os espectros
de absorcdo dos PQCs. Utilizou-se o espectrofotometro UV-Vis Shimadzu modelo UV-2600.
As medidas foram realizadas em uma cubeta de quartzo e a faixa analisada foi de 220 a 540
nm. A partir dessa informacao, foram registrados os espectros de fluorescéncia dos PQCs.
Para isso, utilizou-se o espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-6000. As medidas foram
realizadas em uma cubeta de quartzo e os espectros foram registrados entre 400 e 700 nm.
Nesses mesmos equipamentos foram realizados os testes para a determinacdo do rendimento
guantico dos PQCs, de acordo com a equacdo (1), apresentada na secdo 3.1.1. Os
experimentos foram realizados em triplicata. A fim de determinar os grupos funcionais
existentes na superficie dos PQCs, realizou-se as medidas de FTIR. Utilizou-se o
espectrometro vibracional na regido do infravermelho Shimadzu modelo IRTracer-100 e a
faixa de medicgdo foi de 4000 a 400 cm™.

Apbs os testes preliminares, selecionou-se as amostras de PQCs que
posteriormente foram utilizadas nos testes de sensoriamento. Essas amostras foram
submetidas a dois ciclos de dialise (12 h/ciclo), em uma membrana de diélise Spectra/Por®6
Dialysis Membrane de massa molar de corte de 1 kDa. Durante o processo de purificacdo, foi
utilizada agua Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ.cm).

4.4 Sintese das AgNPs

500 mL de uma solucéo estoque de AgNO3z 5 mM foi preparada utilizando agua
Milli-Q para solubilizar o sal. Nesse trabalho, utilizou-se o aclcar xilose, como agente redutor
dos ions prata. Nesse sentido, transferiu-se 50 mL desta solucdo para dois béqueres contendo
0,4 g do acuUcar redutor (xilose), em cada um deles, a temperatura ambiente. Retirou-se mais
150 mL da solucdo estoque de AgNO3 e solubilizou-se o agente funcionalizante: para as
nanoparticulas sintetizadas com PAA (Ag@PAA) utilizou-se 0,2 g desse funcionalizante;
para as nanoparticulas estabilizadas com BPEI (Ag@BPEI), utilizou-se 1,0 g do polimero.
Em ambas as sinteses, 0s respectivos sistemas contendo as soluc¢des dos agentes estabilizantes
foram aquecidos em uma chapa aquecedora da temperatura ambiente até 70°C. Ap0s essa

temperatura ser atingida, adicionou-se a solucdo de xilose por gotejamento e em seguida 0s
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sistemas permaneceram sob agitacdo magnética durante 20 minutos. Decorrido esse tempo,
verificou-se uma coloracdo amarelada caracteristica da formacdo das AgNPs. Ambas as
amostras foram levadas a um espectrofotdmetro UV-Vis e mediu-se 0s espectros de absorcéo,
constatando-se a presenca da banda plasménica caracteristica das nanoparticulas metalicas. A
sintese das AgNPs estd esquematizada na Figura 8. Para a posterior purificacdo, a AQ@QPAA
foi dialisada de forma similar aos PQCs, em 4 ciclos (12h/ciclo) em uma membrana de 14
kDa de massa molar de corte, da marca Sigma-Aldrich. Contudo, a Ag@BPEI foi
centrifugada (ultracentrifuga de eppendorfs da marca Centrifuge modelo 5418 R) a 13000
rpm em 3 ciclos (30min/ciclo). Utilizou-se agua Milli-Q (resistividade igual a 18,2 MQ.cm)
em todos os procedimentos de purificacdo. Em seguida uma aliquota de 1 mL de cada uma
das amostras foi liofilizada para a determinagdo da concentragdo de AgNPs (em pg.g?) nas

suspensoes.

Figura 8 — llustracdo esquematica da sintese e funcionalizacdo das AgNPs.

O OH
HO OH
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Ag*
E® = +0,799 V

Fonte: préprio autor.

4.5 Caracterizacg0es estruturais das AgNPs e dos PQCs

As AgNPs foram caracterizadas por TEM, a fim de estudar a morfologia das
nanoparticulas. A suspensdo de AgNPs foi gotejada em uma grade de cobre de malha 300, a
qual foi seca a temperatura ambiente. As imagens foram entdo obtidas em um microscépio
eletronico HITACHI HT7700 TEM, operando a uma voltagem de aceleracdo de 120kV. A

determinacdo da distribuicdo de tamanho foi realizada com o auxilio do software ImageJ,



37

contando-se 100 particulas para a amostra Ag@PAA e 60 particulas para a amostra
Ag@BPEI. A fim de confirmar a funcionalizacdo das AgNPs, verificou-se através de FTIR a
presenca dos grupos funcionais existentes na superficie das AgNPs; utilizou-se 0 mesmo
espectrometro em que foram realizadas as medidas das amostras dos PQCs. Realizou-se ainda
medidas de XPS, a fim de confirmar os resultados obtidos por FTIR. Utilizou-se um
espectrometro fotoeletronico de raios X da marca ThermoFisher Scientific. Os espectros de
XPS foram obtidos utilizando uma excita¢do monocromatica de Al Ka utilizando um tamanho
de ponto de 10 mm com uma energia de passagem de 46,95 eV. Por fim, foram realizadas as
medidas de TGA e DTG (termogravimetria derivativa), com o objetivo para avaliar a
estabilidade térmica dos nanocompositos sintetizados. Os ensaios foram executados elevando-
se a temperatura da amostra de 25°C até 900°C sob fluxo de nitrogénio em um analisador

termogravimétrico V20 Q50, sob atmosfera de No.

Apobs sintetizados, os PQCs foram caracterizados por TEM (de modo semelhante
ao procedimento realizado para as AgNPs) para observar a morfologia e a distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas. A curva de distribuicdo de tamanho também foi obtida a partir do
software ImageJ, contando-se uma populacdo de 100 particulas. Para confirmar as ligacGes
quimicas presentes nos PQCs, foram obtidos os espectros na regido do infravermelho e
Raman. Para o FTIR, utilizou-se 0 mesmo equipamento em que foram medidos 0s espectros
das AgNPs e uma faixa de varredura de 4000 a 400 cm™. Os espectros Raman, por sua vez,
foram obtidos em um espectrometro Raman Horiba modelo LabRAM HR. A excitagdo
espectral foi realizada em um laser utilizando a linha de 785 nm, com filtros ajustaveis com
poténcias efetivas de 10,7 e 151 pW com 10 acumulacdes de 50 s. Os espectros de XPS
confirmaram os resultados de FTIR e Raman; utilizou-se um espectrometro fotoeletrénico de
raios X da marca ThermoFisher Scientific. Os espectros de XPS foram registrados utilizando-

se 0 mesmo equipamento e as mesmas condices que as amostras de AgNPs.

4.6 Testes de sensoriamento de pesticidas

Uma estratégia de sensoriamento quimico de pesticidas foi desenvolvida a partir
das amostras de PQCs selecionadas juntamente as AgNPs sintetizadas. Inicialmente,
determinou-se as melhores condicOes para o sistema proposto. Assim, avaliou-se a melhor

concentracdo de PQCs a partir das intensidades maximas de fluorescéncia e a melhor
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concentracdo de AgNPs a partir de curvas de titulagdo. As titulagdes dos PQCs com as AgNPs
foram conduzidas de modo a maximizar os efeitos do fendmeno FRET. Assim, foram
adicionadas aliquotas da suspenséo de AgNPs a 2 mL da solucdo de PQCs. As adi¢bes foram
feitas de 10 em 10 pL até um volume de 100 pL de AgNP nos respectivos sistemas e 0s
ensaios foram conduzidos a 25°C. Posteriormente, foram realizados 0s ensaios
termodindmicos, seguindo-se 0 mesmo procedimento anterior, todavia em duas diferentes
temperaturas: 30 e 40°C. Com esses resultados, seguiu-se 0s ensaios de sensoriamento.

Os testes de deteccdo foram realizados, utilizando-se uma aliquota de 2 mL da
solucgéo de cada um dos PQCs selecionados, seguindo-se da adi¢do de 10 uL. de uma solugao
de concentracdo igual a 1000 mg.L* do pesticida em acetonitrila, de modo que a concentragéo
final do pesticida fosse de 5 mg.L™. Por fim, adicionou-se um volume da suspensdo de
AgNPs correpondente a concentracdo determinada a partir da curva de titulacdo dos PQCs

com as AgNPs. Esse procedimento foi realizado a 25°C.

Figura 9 — Representacéo esquematica do teste de identificagdo dos pesticidas utilizado nesse trabalho.
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Nessa perspectiva, foi possivel observar trés sinais, conforme esquematizado na
Figura 9. O primeiro sinal (I1) esta relacionado a intensidade de fluorescéncia somente das
amostras de PQCs; o sinal I, é obtido quando se adiciona o pesticida ao meio contendo apenas
PQCs, enquanto o sinal Is é verificado quando se adiciona as AgNPs ao meio contendo 0s
PQCs e os pesticidas. A relacdo entre esses sinais € obtida pelas razdes Is/l1 e Io/11. Esses
sinais foram obtidos considerando-se todo o espectro de fluorescéncia mensurado. A faixa
medida foi de 380 a 600 nm e esses comprimentos de onda foram utilizados como variaveis.

Para o teste com os padrdes analiticos, utilizou-se apenas o método de analise discriminante
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classica, com um nivel de confianca de 95%. Foram realizadas 6 replicatas para cada
pesticida. Os dados foram processados no software SYSTAT verséo 13.

4.7 Testes com amostras reais

Apdbs os testes com os padrbes analiticos, prosseguiu-se a identificacdo de trés
pesticidas em amostras de arroz, cenoura, laranja e pimentdo. Utilizou-se arroz parboilizado
da marca COPA REI ® (Ceard); as amostras de cenoura, laranja e pimentdo foram
distribuidas pela CEASA (Ceara) e compradas em supermercado local.

Para os testes, obteve-se 0s extratos dos respectivos alimentos, a partir do método
de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) adaptado. Essa metodologia
foi proposta por Anastasiades et al (2003) e é empregada na andlise de agrotoxicos em
alimentos de origem vegetal (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003). De
acordo com o método original, inicialmente 10 g de amostra de alimento sdo extraidos com 10
mL de acetonitrila, agitando-se o sistema durante 1 minuto. Em seguida, adiciona-se a mistura
4 g de MgSOs4 e 1 g de NaCl. Na proxima etapa, retira-se 1 mL de extrato e adiciona-se 150
mg de MgSOs e 25 mg de sorvente. Essa etapa € denominada de clean up e os principais
sorventes utilizados sdo amina primaria e secundaria (Primary and Secondary Amine — PSA),
propiletilenodiamina, carbono grafinitizado e octadecilsiloxano (OSHITA; SALES; JARDIM,
2012). Nesse trabalho, utilizou-se como alternativa a etilenodiamina, pois ela é bidentada,
assim como a PSA, conduzindo a um efeito quelante similar ao desse sorvente. Nesse sentido,
adicionou-se 28 pL de etilenodiamina, considerando a sua densidade e a massa de sorvente
que é utilizada no método original. Em seguida, foi realizada uma centrifugacdo a 3000 rpm
durante 10 minutos e o sobrenadante foi separado e armazenado sob refrigeracdo para as
analises.

Para os testes de sensoriamento, foram realizadas medidas apenas do extrato
(branco) e dos extratos com os padrdes analiticos adicionados intencionalmente na propor¢édo
1:1, de modo que a concentracdo final dos pesticidas fosse de 2,5 ppm. Todos 0s espectros
foram registrados de forma semelhante ao procedimento realizado com apenas os padrdes
analiticos (Secdo 4.6). Logo apos, foram realizados os testes nas concentracbes de 0,25 e
0,025 ppm de pesticida. Os dados foram analisados utilizando-se os métodos de PCA e de
LDA. O processamento foi efetuado de modo semelhante ao descrito para os padrbes

analiticos no software SYSTAT versao 13, considerando 6 replicatas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento experimental

A Figura 10 apresenta os resultados de espectroscopia na regido UV-Vis para as
amostras sintetizadas, utilizando-se agua e etanol como solventes. De acordo com o0s
resultados obtidos, verifica-se que em todas as condi¢Ges experimentais surgiram bandas de
absorcdo em comprimentos de onda diferentes daquelas que aparecem no espectro da
riboflavina (261 e 356 nm, principalmente), o que sugere a formacdo de um material diferente

do precursor utilizado na sintese.

Figura 10 — Espectros UV-Vis dos PCQs sintetizados de acordo com o planejamento experimental: (a) amostras
sintetizadas em agua; (b) amostras sintetizadas em etanol.
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Fonte: proprio autor

No gue tange as amostras sintetizadas utilizando agua como solvente, houve um
nitido deslocamento da banda de 261 nm para aproximadamente 235 nm, além do surgimento
de duas bandas de absor¢éo na regido entre 275 e 375 nm. De acordo com a literatura (LIU;

LIU; ZHANG, 2012), a banda em torno de 234 nm dos PQCs pode ser atribuida as transigdes
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n-n" das ligagdes —C=C, enquanto bandas proximas a 279 nm estéo relacionadas as transicdes
n-n” de ligagdes —-C=0 (WU et al., 2016). Além disso, conforme apresentado na Figura 10,
observa-se que para as amostras CD3, CD5, CD6, CD8 e CD9 hé evidéncias de uma forte
absor¢do na regido entre 350 e 360 nm, a qual pode ser atribuida as transi¢des m-n de
dominios sp? aromaticos (ANANTHANARAYANAN et al., 2014). Vale destacar que tais
dominios sdo caracteristicos dos PQCs, e eles sdo esperados para essas amostras, uma vez que
foram submetidas a um tratamento térmico mais intenso, devido aos maiores tempos e
temperaturas nos quais 0 precursor permaneceu no reator solvotermal. Para as amostras CD2,
CD4, CD10 e CD11 também sdo observadas bandas pouco intensas em comprimentos de
onda acima de 400 nm. Na literatura, reporta-se que tais bandas podem ser atribuidas a
transices n-n” de ligagdes contendo heteroatomos, especialmente nitrogénio e oxigénio (WU
etal., 2018).

A Figura 11 apresenta os resultados de espectroscopia de fluorescéncia para
amostras sintetizadas, utilizando-se agua e etanol como solventes. As amostras foram
excitadas nos respectivos comprimentos de onda de absorcdo, observados nos espectros da
Figura 10. Foram entdo selecionados os comprimentos de onda das bandas na regido do UV
mais proxima do inicio da regido da luz visivel (400 nm). Os espectros de excitacdo de cada
uma dessas amostras sdo apresentados no Apéndice B.

A riboflavina é uma molécula fluorescente e possui uma banda de emissdo em
torno de 525 nm. Através da Figura 11, observa-se que ndo houve deslocamento da banda de
emissdo para nenhuma amostra que foi tratada termicamente por 1 h. Esse resultado corrobora
com a visualizacdo da coloracdo verde dessas amostras quando submetidas a uma lampada
ultravioleta. Contudo, para as amostras sintetizadas a 180°C durante 3 e 5 h, observa-se um
deslocamento da banda de emissdo em direcdo a regido do espectro eletromagnético
correspondente a coloragdo azul (A entre 440 e 480 nm). Resultados similares foram obtidos
por Wu et al (2018) quando sintetizaram PQCs utilizando-se vitamina B1 como precursor.
Esses autores constataram um maximo de emissdo em 422 nm, quando utilizaram um
comprimento de onda de excitagdo de 370 nm (WU et al., 2018). Vale destacar que esse
deslocamento é menos acentuado para as amostras sintetizadas utilizando-se etanol como
solvente. Isso pode ser justificado pela polaridade do solvente, que influencia na nucleagéo
das nanoparticulas. Geralmente, solventes mais polares como a agua tendem a resultar em
particulas menores. Por exemplo, Yin et al (2015) observaram que a sintese de nanoparticulas
de ZnO em 4&gua resultava em nanoparticulas de diametro menor (YIN et al., 2015). Além

disso, a agua possui um menor peso molecular e um ponto de ebulicdo mais elevado, o que
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reduz a probabilidade de haver impedimento estérico durante o mecanismo reacional,
conduzindo a formacg&o de nanoparticulas menores e com uma maior distribuicdo de tamanho
(FENG et al., 2019). Sabe-se que a fluorescéncia esta relacionada ao tamanho das particulas;

portanto, os diferentes solventes influenciam indiretamente na fluorescéncia dos PQCs.

Figura 11 — Espectros de fluorescéncia dos PQCs sintetizados de acordo com o planejamento experimental:
(a) amostras sintetizadas em agua; (b) amostras sintetizadas em etanol.
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A partir dos resultados obtidos medindo-se os espectros de emissdo em diferentes
comprimentos de onda de excitagdo, estudou-se as melhores condigdes experimentais,
avaliando-se o solvente, tempo e temperatura de sintese, conciliando esses dados com o
comprimento de excitagdo maximo. Assim, obteve-se as curvas de superficie observadas no
Apéndice C. Esse resultado correlaciona as condi¢fes experimentais com os dados obtidos
por espectroscopia de fluorescéncia, observando-se uma maior variagdo no comprimento de
onda de excitacdo dos PQCs sintetizados em &gua. Isso significa que para tais amostras, €
possivel utilizar uma maior faixa de comprimentos de onda de excitacdo, obtendo-se
intensidades méximas de fluorescéncia. Além disso, nesse ensaio foi estudado o efeito do
comprimento de onda de excitagdo nas diferentes amostras obtidas de acordo com o

planejamento experimental. Verificou-se que a medida que se aumentava a temperatura e 0
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tempo de sintese, diminui-se o comprimento de onda de excitagdo maximo, o que indica que
as amostras estavam tendendo a emitir em comprimentos de onda proximos ao azul,
confirmando que sua estrutura quimica é diferente da riboflavina, pois esta possui
comprimento de onda de excitacdo maximo relacionado a emissdo de coloracéo verde.

Os resultados de rendimento quéntico das amostras estdo organizados na Tabela 1.
Observa-se que hd uma tendéncia de diminui¢do do valor do rendimento quantico com o
tratamento térmico solvotermal. Isso estd de acordo com o esperado pelo fato de os PQCs
serem nanoparticulas que possuem um baixo valor de rendimento quantico, quando
comparado aos pontos quénticos inorganicos e a outras moléculas altamente fluorescentes,

tais como a propria riboflavina (19,11%).

Tabela 1 — Rendimento Quéntico das amostras de PQCs sintetizadas de acordo com o planejamento
experimental.

Amostra | Rendimento quantico médio (%) Amostra Rendimento quantico médio
(%)
CD1 16,88 + 0,72 CD10 6,01+1,81
CD2 10,39+ 0,30 CD11 13,97+ 0,73
CD3 1,59 £ 0,09 CD12 14,26 + 0,45
CD4 16,30 + 0,66 CD13 10,63+ 0,42
CD5 1,84+£0,11 CD14 545+0,12
CD6 2,37+0,34 CD15 4,37+1,58
CD7 5,86 +£0,43 CD16 14,05 + 0,68
CD8§ 3,09+0,10 CD17 6,21 +0,33
CD9 3,82+1,09 CD18 5,01+0,21

Fonte: préprio autor.

Além disso, pode-se associar 0s maiores valores de rendimento quantico
observados nas amostras sintetizadas a 160 °C ao excesso de riboflavina existente nas
amostras, porque nessa etapa ndo foram utilizadas amostras dialisadas. Contudo, apesar do
elevado rendimento quantico, tais amostras seriam inadequadas a proposta apresentada nesse
trabalho, pois 0s espectros de emissdo ndo possuem bandas que se aproximam da banda
plasmonica do supressor (AgNPs). Desse modo, optou-se por ndo utilizar essas amostras para

a aplicacéo proposta nesse trabalho.
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A fim de investigar as estruturas quimicas das amostras sintetizadas, foram
realizadas as medidas de FTIR. Por meio dessa técnica, foi possivel determinar as principais
ligacbes quimicas presentes nos PQCs, além de investigar possiveis alteracdes em relacdo a
estrutura quimica da riboflavina. A Figura 12 apresenta os resultados de FTIR das dezoito
amostras sintetizadas. Percebe-se que algumas amostras apresentam um perfil de espectro
com grupos funcionais na superficie muito similares. Os espectros visualmente mais
semelhantes foram organizados em grupos de amostras: CD3, CD5, CD6, CD8, CD9 (grupo
1), CD10, CD11 e CD12 (grupo 2), CD14, CD15 e CD18 (grupo 3), e CD16 e CD17 (grupo
4)

Observa-se que tanto na amostra de riboflavina como em todas as do PQCs, ha
uma intensa banda em aproximadamente 3400 cm™. Essa banda se torna mais bem definida
nas amostras que sofreram um maior tratamento térmico (grupos 1 e 3) e esta relacionada ao
estiramento da ligacdo (O-H) presentes em &cidos carboxilicos existentes na superficie das
nanoparticulas (KURDEKAR et al., 2016; MA et al., 2019).

Em 1647 cm? constata-se uma banda de forte intensidade que pode estar
relacionada a presenca da ligacdo (C=0) dos grupamentos amida (PAVIA, 2010). No espectro
da riboflavina e das amostras que sofreram um tratamento térmico mais brando, essa regido é
composta por trés bandas muito préximas de baixa intensidade, porém nos grupos 1 e 3, surge
uma banda mais definida nessa regido. Nessa perspectiva, pode ser inferido que esse grupo
funcional se torna mais exposto quando as amostras desses grupos sdo sintetizadas. Para esses
mesmos grupos, duas bandas de baixa intensidade na faixa de 1380 a 1460 cm™ podem ser
atribuidas ao dobramento da ligacéo (CHy).

Em todas as amostras ha uma banda de média intensidade em aproximadamente
1040 cm™. Essa banda esta relacionada ao estiramento da ligagdo (C-O) existente em alcoois
primarios (KHAN et al., 2019). Comparando as amostras sintetizadas em agua com aquelas
sintetizadas em etanol, observa-se que de uma forma geral os espectros das amostras que
sofreram tratamento hidrotermal tendem a ser mais diferenciados do espectro da riboflavina,
corroborando com a comparagdo que foi feita em relagdo aos espectros de fluorescéncia e que
estd relacionada a natureza do solvente utilizado nas respectivas sinteses. Desse modo,
obteve-se PQCs com uma nanoestrutura mais uniforme e bem definida nas amostras

sintetizadas em agua.
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Figura 12 — Espectros de FTIR das amostras de PQCs obtidas de acordo com o planejamento experimental:
(a) amostras sintetizadas em agua; (b) amostras sintetizadas em etanol.
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Fonte: préprio autor.

5.2 Caracterizac0es estruturais das AgNPs

Apbs a sintese e purificacdo, as AgNPs foram caracterizadas espectroscopica e
estruturalmente. A Figura 13 apresenta os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta e
visivel do espectro eletromagnético. Observa-se que as amostras Ag@PAA de Ag@BPEI
apresentaram bandas de absor¢do maximas em 410 e 411 nm, respectivamente. Esse resultado
é proximo ao obtido por Wang e colaboradores (2016) para as AGg@PAA, no qual a banda de
absorcdo méxima encontrava-se em torno de 400 nm (WANG et al., 2016b) e foi igual ao
obtido por Liu et al (2014) quando sintetizou AgNP funcionalizadas com BPEI (LIU et al.,
2014b). Nessa perspectiva, existe a presenca de uma banda de absorcdo relacionada ao
fendmeno de SPR, confirmando a sintese das AgNPs. A partir dos espectros de absorc¢éo, foi
possivel determinar a concentracdo das AgNPs, utilizando-se a Lei de Lambert-Beer. Nesse
caso, utilizou-se o valor de € = 1,85:10* L.mol*.cm™, em um percurso 6ptico de 1 cm,

conforme apresentado na literatura (VAN LIEROP et al., 2012). Assim, obteve-se suspensdes
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coloidais de concentrag@es iguais a 1,16:10"! mol.L ™! e de 1,72:10"%° mol.L™* para a Ag@PAA
e Ag@BPEI, respectivamente. Apos a secagem das amostras por liofilizacéo, determinou-se a
concentragio massa/massa. Os valores obtidos foram de 1,18 mg.g™* e 9,55 mg.g™* para as
amostras Ag@PAA e Ag@BPEI, respectivamente. A determinacdo da concentracdo dessas
suspensoes serd relevante nos ensaios de titulacdo com os PQCs que, por sua vez, definirdo as
condicBes 6timas para os testes de deteccdo dos pesticidas

Figura 13 — Espectro UV-Vis das AgNPs sintetizadas: (a) Ag@PAA; (b) Ag@BPEI.
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Fonte: préprio autor.

A Figura 14 apresenta os resultados de TEM das nanoparticulas sintetizadas e a
distribuicdo de tamanho observada. Observa-se que as amostras de Ag@PAA e Ag@BPEI
sdo semelhantes quanto a morfologia, apresentando uma forma praticamente esférica.
Contudo, as dimensdes sdo bem diferentes: a Ag@PAA possui um tamanho médio de
particula cerca de quatro vezes inferior ao da Ag@BPEI. Em relagdo a morfologia, o
resultado confirma o que foi observado nos espectros de absorcdo UV-Vis. Vale lembrar que
conforme apresentado anteriormente, ambas as nanoparticulas possuem banda plasmoénica em
torno de 410 nm. De acordo com a literatura, quando esse fenbmeno ocorre em uma faixa
entre 410 e 450 nm, evidencia-se a existéncia de nanoparticulas esféricas (ZAHEER,;
RAFIUDDIN, 2012). Além disso, de acordo com a teoria de Mie, a presenga de Unica banda
plasménica indica que 0s nanocompdsitos de prata tendem a ndo formar agregados (LIU et
al., 2014b). Conforme € possivel observar na Figura 14, tanto a AG@PAA como a Ag@BPEI
apresentam-se dispersas; entretanto, esta tende a se aglomerar, o que pode ser explicado pelo
maior tamanho de particula e pelo agente funcionalizante (BPEI), o qual favorece a

coalescéncia das nanoparticulas devido as ligagdes de hidrogénio.
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Figura 14 — Imagens de TEM das amostras de AgNPs (a esquerda) juntamente aos respectivos histogramas de
frequéncia do tamanho das particulas (a direita). As contagens foram realizadas a partir de nanoparticulas
selecionadas randomicamente: (a) AQ@PAA; (b) AQ@BPEI.
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Fonte: proprio autor.

No que tange ao tamanho dos nanocompdsitos, a Ag@PAA e a Ag@BPEI
apresentaram tamanhos médios de 2,24 + 0,49 nm e de 17,95 + 12,59 nm, respectivamente.
Evidencia-se, desse modo, que a escolha do agente funcionalizante influencia no tamanho de
particula. A BPEI € um polimero mais altamente ramificado do que o PAA, e além disso ha
muitos atomos de nitrogénio, os quais favorecem a existéncia de ligacfes de hidrogénio intra
e intermoleculares durante a sintese das nanoparticulas. Desse modo, espera-se que as AgNPs
sintetizadas com esse polimero possuam uma dimensdao maior do que aquelas estabilizadas
por PAA, além de um maior estado de agregacdo, conforme observa-se na distribuicdo de
tamanho da Figura 14(b).Vale salientar que reporta-se na literatura, AgNPs sintetizadas com
tamanhos variados, dependendo do agente funcionalizante (AYMONIER et al., 2002; YAN et

al., 2014b).
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A Figura 15 apresenta o resultado de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (FTIR) obtido para as AgNPs funcionalizadas, assim como o dos polimeros
utilizados nos respectivos compdsitos. As medidas de FTIR auxiliaram a identificar a
presenca de grupos funcionais, confirmando a funcionalizacdo da superficie das AgNPs.
Percebe-se que a amostra de Ag@BPEI possui uma larga banda na regido de 3100 e 3500 cm”
! atribuida ao estiramento da ligacdo N-H presentes nos grupos amina primaria da BPEI.
Bandas em numeros de onda iguais a 2927 e 1635 cm™ surgem devido ao estiramento das
ligacbes (C-H) e (C=N) dos grupamentos iminas, respectivamente. Observa-se também uma
estreita banda em aproximadamente 1467 cm™ relacionada ao dobramento da ligagcdo (CH>).
Para a amostra de Ag@PAA verifica-se claramente uma banda proxima a regido de 3430 cm’
! devido ao estiramento da ligacdo (O-H) presentes nos grupos (COOH). H4 uma banda
pouco intensa em 2941 cm™ referente ao estiramento da ligagdo (C-H) e uma banda de
intensidade média em 1722 cm™ devido ao estiramento da ligagdo (C=0) dos Aacidos
carboxilicos. Ressaltam-se também as bandas existentes em 1527 e em 1450 cm, atribuidas

aos estiramentos assimétrico e simétrico da ligacdo (C-O), respectivamente.

Figura 15 — FTIR das amostras de AQ@BPEI, BPEI, Ag@PAA, PAA.
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A Figura 16, apresenta o resultado de XPS das amostras da amostra Ag@PAA.
Na Figura 16(a) observa-se que ha duas bandas intensas e muito préximas em 367,95 e
373,98 eV; de acordo com a literatura (GURUNATHAN et al., 2014), as bandas de energia de
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ligacdo das espécies Ag (3ds2) e Ag (3dsp) sdo encontradas nessa regido do espectro.
Destaca-se, além disso, que h& bandas em 285 e 532 eV, atribuidas a presencga dos elementos
C e O, respectivamente, os constituintes majoritarios do agente funcionalizante (PAA),

confirmando a funcionalizacdo das nanoparticulas.

Figura 16 — Espectro de XPS para a amostra Ag@PAA, com as respectivas deconvolucdes: (a) varredura; (b)
Ag3d; (c) C1s; (d) Ols.
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A fim de elucidar quais ligacdes quimicas estdo presentes nos nanocompasitos,
foram feitas as deconvolugdes espectrais, obtendo-se bandas, cujas energias de ligacdo séo
guantificadas e identificadas. Nessa perspectiva, verificou-se a partir do espectro C1s que ha
bandas em 284,53 e 287,98 eV, que sdo atribuidas as ligacbes (C-C) e (C=0),
respectivamente (LI et al., 2015). De acordo com o espectro O1s, h4 apenas uma banda bem
definida em 531,87 eV, a qual indica a formacdo da ligagdo (Ag-O) no nanocomposito

(AGNIHOTRI et al., 2015). Desse modo, os resultados obtidos pela deconvolucdo dos
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espectros confirmam que as bandas apresentadas no espectro de varredura surgem a partir da
funcionalizagdo das AgNPs funcionalizadas com PAA, constituindo um nanocomposito.

Figura 17 — Espectro de XPS para a amostra Ag@BPEI, com as respectivas deconvolucgdes: (a) varredura; (b)
Ag3d; (c) C1s; (d) N1s.
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Na Figura 17, é apresentado o XPS das amostras da amostra Ag@BPEI. De modo
semelhante ao que foi apresentado anteriormente, na Figura 17(a) observa-se as duas bandas
intensas compreendidas entre 350 e 400 eV associadas as energias de ligacdo das espécies Ag
(3da2) e Ag (3ds2). Bandas em aproximadamente 285 e em 399 eV sédo apresentadas devido a
presenca dos elementos C e N, respectivamente, decorrentes da presenca de BPEI no
nanocomposito. Nessa perspectiva, realizou-se a deconvolugéo do espectro C1s e obteve-se
bandas em 286,08 e 286,6 eV, atribuidas as ligacbes (C-C) (LI et al., 2015). Por sua vez, a
partir da deconvolucéo do espectro N1s, observou-se uma banda intensa em 399,08 eV e outra

menos intensa em 400,4 eV, relacionadas as ligagdes dos grupo grafitico N (C-NH) e pirrélico
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N (N-[C]s), respectivamente (JIANG et al., 2016). Confirma-se, desse modo, que houve a
funcionalizacdo das nanoparticulas.

O XPS é uma poderosa ferramenta, a qual permite inclusive determinar a
composicdo quimica das amostras analisadas. Nessa perspectiva, a amostra Ag@PAA
apresentou 8,70% de Ag, 66,52% de C e 24,77% de O; a amostra Ag@BPEI, por sua vez, é
composta por 1,03% de Ag, 75,68% de C, 11,07% de O e 12,22% de N. Observa-se que
ambas as amostras apresentam elevado conteudo de carbono, decorrente da eficiente
funcionalizacdo das nanoparticulas. A Ag@PAA possui um maior teor de prata, tendo em
vista a proporcdo de agente funcionalizante utilizada na sintese, a qual foi maior do que a
Ag@BPEI. Nota-se que esta amostra, além de possuir uma menor quantidade de prata, possui
também um expressivo percentual de oxigénio, bem proximo ao valor percentual do
nitrogénio, devido a possivel oxidacdo da prata ou a presenca de impurezas.

Uma outra caracterizagdo estrutural realizada foi a andlise termogravimétrica, a
fim de avaliar a estabilidade térmica dos nanocompdsitos obtidos e estimar a quantidade de
prata presente nas amostras. Na Figura 18, é apresentado o resultado da analise de TGA e
DTG das AgNPs sintetizadas.

Figura 18 — Curvas de TGA e DTG para 0s nanocompositos de prata: (a) Ag@PAA; (b) Ag@BPEI.
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Fonte: préprio autor.

O termograma obtido para a amostra Ag@PAA apresentou trés eventos térmicos.
O primeiro evento térmico ocorre na faixa de 50 a 92°C e esta relacionado a perda de agua
adsorvida na amostra. O segundo evento térmico ¢ evidenciado pela taxa maxima na curva de
DTG e ocorre em 245 °C. O terceiro evento térmico, de menor magnitude, ocorre em 392°C;

tanto o segundo quanto o terceiro evento estdo associados & degradagdo do polimero (PAA),
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(MCNEILL; SADEGHI, 1990). A quantidade de prata metéalica que nao foi degradada pode
ser entdo estimada apds toda a degradacdo do polimero a 800 °C; assim, o valor obtido foi de
42,12%. O termograma obtido para a amostra AG@BPEI também se revelou com trés eventos
térmicos. O primeiro evento ocorreu em aproximadamente 78°C, e de modo semelhante ao
que ocorreu com a Ag@PAA, esta relacionado a desidratagdo das moléculas de &gua
fracamente ligada ao nanocomposito. O segundo evento ocorreu em 144° C e o terceiro
evento, de maior intensidade, em 352°C. O segundo e o terceiro eventos podem ser atribuidos
a degradacdo da estrutura mais externa da BPEI e a degradacdo da cadeia principal do
polimero (ZHANG et al., 2018). O percentual méssico obtido ao final do processo foi de
12,74%.

5.3 Caracterizagdes estruturais dos PQCs

O planejamento experimental foi realizado com o objetivo de controlar a emisséo
dos PQCs e selecionar nanoparticulas com bandas de emissdo proximas a banda de absorcao
das AgNPs, a fim de maximizar a eficacia do fenbmeno FRET. A partir dessa colecdo de
amostras, selecionou-se duas que fossem mais adequadas para utilizar na estratégia de
sensoriamento quimico. Posteriormente, serdo criados padrGes, 0s quais permitirdo
desenvolver uma impressdo digital a ser utilizada como referéncia na identificacdo dos
pesticidas, através dos testes de sensoriamento. Comparando os espectros de UV-Vis das
AgNPs com os espectros de fluorescéncia dos PQCs (Apéndice D), pode-se notar que oS
PQCs rotulados como CD6 e CD8 possuem valores de banda de emissdo proximos aos
valores das AgNPs. Na literatura, reporta-se trabalhos em que esses sensores séo
desenvolvidos e observa-se que a supressao da fluorescéncia € efetiva quando evidencia-se a
sobreposicdo espectral, isto é, quando uma determinada regido do espectro de absorcdo do
supressor (AgNPs) se sobrepde ao espectro de emissdo do fluoréforo (PQCs) (AMJADI,
ABOLGHASEMI-FAKHRI; HALLAJ, 2015b; LIU et al., 2018). Por exemplo, Wu et al
(2017), desenvolveram uma plataforma de sensoriamento do pesticida paraoxon considerando
as interacOes eletrostaticas entre AUNPs carregadas negativamente e os PQCs, positivamente
(WU et al., 2017).

A Figura 19 apresenta os espectros de emissdo de fluorescéncia em diferentes

comprimentos de onda de excitacdo das amostras CD6 e CD8; os espectros de emissdo da
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riboflavina constam no Apéndice E. Pode-se observar claramente que ha diferencas entre os
espectros de emissdo do precursor e dos materiais obtidos. E importante ressaltar que para
ambas as amostras sintetizadas, o comprimento de onda de excitagdo maximo coincidiu com a
banda de absorcdo em torno de 360 nm. Isso confirma que a excitacdo € governada pelo

sistema & de elétrons conjugados dos PQCs (QU et al., 2012).

Figura 19 — Espectros de fluorescéncia das amostras: (a) CD6; (b) CD8.

CD8 (200°C/3h)

CD6 (180°C/5h)
——300 nm

——300 nm

- ——320 nm - ——320 nm

© 340 nm © ggg nm
—360 _ nm

3 380 :rmn 3 igg nm
—400 h— nm

% ——420 :: -g ——420 nm

© —— 440 nm I ——440 nm

o y —— 460 nm b o) ——460 nm

'a 7 ——480 nm 'a ——480 nm

c | c

) @ \

i hd

£ £ — é

400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

(@) (b)

Fonte: préprio autor

Observa-se também que até um comprimento de onda de 380 nm, hd uma
independéncia do comprimento de onda de excitacdo. Apenas em excitagdes maiores ou
iguais a 400 nm nota-se a dependéncia do comprimento de onda de emissdo com a excitacao,
além de intensidades muito mais baixas de emissao de fluorescéncia. Desse modo, pode-se
considerar que os PQCs sintetizados tém comportamento independente do comprimento de
onda de excitagdo. Na literatura, reporta-se que a dependéncia do comportamento
fotoluminescente com o comprimento de onda de excitacdo é um reflexo da existéncia de
particulas de diferentes tamanhos em uma amostra, assim como da distribui¢do dos diferentes
estados de superficie (DONG et al., 2013b). Nessa perspectiva, 0 comportamento observado
sugere que a fluorescéncia dos PQCs é governada mais pelos estados de superficie uniformes
existentes nas nanoparticulas do que pela morfologia e tamanho das mesmas.

A imagem de TEM da amostra CD6 esta apresentada na Figura 20. De acordo
com a Figura 20(a), observa-se que 0s PQCs possuem morfologia quase esférica, com
particulas bem dispersas. Segundo o histograma de frequéncia e a curva normal apresentada

na Figura 20 (b), a amostra CD6 possui uma faixa de tamanho com intervalo entre 1,09 e 6,03
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nm, com um didmetro médio de 3,47 nm. Resultados similares foram obtidos por WU et al.
(2018). Nesse trabalho, os autores sintetizaram PQCs a partir de cloreto de tiamina (vitamina
B1) e obtiveram PQCs com tamanho medio de 3,2 nm. Em outro trabalho, MENG et al.
(2018) utilizaram &cido folico (vitamina B9) como precursor na sintese dos PQCs para dopar
AuNPs e obtiveram nanoparticulas com tamanho médio de 4,01 nm. Assim, pode-se inferir
que os PQCs deste trabalho possuem dimensdo que estd em concordancia com outros
trabalhos da literatura, os quais utilizaram precursores sintéticos com estrutura quimica

semelhante a da riboflavina.

Figura 20 — (a) Imagem de TEM da amostra CD6; (b) distribuicdo de tamanho da amostra CD®6.
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Fonte: prdprio autor

Seguiu-se as demais caracterizacdes estruturais das nanoparticulas. Na Figura 21
sdo apresentados os espectros Raman das amostras CD6 e CD8. Pela espectroscopia Raman,
observou-se bandas caracteristicas dos PQCs quando foram feitas as deconvolugdes dos
respectivos espectros. As bandas em torno de 1370 cm™ e 1580 cm™ sdo denominadas de
banda D e banda G e sdo atribuidas aos dominios sp® e sp?, respectivamente. Para a amostra
CD6, essas bandas localizam-se em 1392 e 1525 cm™, respectivamente. Para a amostra CDS8,
essas bandas localizam-se em 1395 e 1515 cm, respectivamente. A presenca das duas bandas
sugere a existéncia de duas espécies de carbono na estrutura dos PQCs: a banda D sugere que
nos planos terminais do nicleo grafénico ha a vibracdo de atomos de carbono com
hibridizacdo sp®, enquanto a banda G indica que no nlcleo ha a presenca de dominios

aromaticos, decorrentes da presenca de atomos de carbono com hibridizagdo sp?, o que estéa de
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acordo com outros trabalhos reportados na literatura (JIN et al., 2017; LI et al., 2013;
ZHANG et al., 2013a).

E importante ressaltar que uma relevante informacao pode ser obtida a partir das
razBes entre a intensidade das bandas D e G e é conhecida como razdo Ip/lc. Para a amostra
CD6 essa razdo teve um valor igual a 0,78, enquanto para a amostra CD8, obteve-se um valor
0,70. Isso mostra que ha um predominio de atomos de carbono com hibridizagdo sp?,
caracteristico da estrutura grafénica dos PQCs. Além disso, um valor menor que a unidade
revela que os dominios grafénicos perfeitos predominam em relacéo aos defeitos (KUBESA
et al., 2014). Comparativamente, Kuo e colaboradores sintetizaram pontos quanticos de

grafeno, e obtiveram um valor de Ip/lc igual a 0,82 (KUO et al., 2016).

Figura 21 — Espectros Raman das amostras (a) CD6; (b) CD8.
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A Figura 22 apresenta 0s espectros de XPS da amostra CD6. Através do espectro
completo apresentado na Figura 22(a), observa-se que os trés sinais de maiores intensidades
ocorrem em 284,8, 400,3 e 532,3 eV e correspondem aos elementos C, N e O,
respectivamente. Realizou-se uma minuciosa anélise de cada um dos espectros com o intuito
de investigar as ligagBes quimicas em que estdo envolvidas cada uma dessas espécies. De
acordo com a deconvolucdo do espectro Cls apresentado na Figura 22(b), observou-se a
existéncia de trés bandas em 284,6, 286,1 e em 287,9 eV, as quais podem ser associadas a
ligacbes C=C, C-OH e C=0, respectivamente (ZHAO et al., 2018). Observando o espectro
O1ls, que consta na Figura 22(c), é facil constatar duas bandas bem definidas em 531,0 e 532,3
eV, relacionados as ligacbes C=0 e C-O-C/C-OH, respectivamente (DENG et al., 2013). Por
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sua vez, para 0 espectro de N1s presente na Figura 22(d), observam-se bandas em 399,3,
400,2 e 400,5 eV, que surgem devido a presenca de ligagdes N-C, C=N/-NH e C-N/N-H,
respectivamente (GONG et al., 2015; ZHOU et al., 2015b). Os espectros de XPS e de FTIR
estdo em concordancia. Ainda por XPS, foi possivel determinar a composi¢do quimica (em
percentual de &tomos) das amostras. Nessa perspectiva, a amostra CD6 apresentou 69,94% de
C, 23,87% de O € 6,19% de N.

Figura 22 — Espectros de XPS da amostra CD6 com as respectivas deconvolugdes: (a) varredura; (b) C1s; (c)
Ols; e (d) N1s.
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A Figura 23 apresenta 0s espectros de XPS da amostra CD8. Através do espectro
completo apresentado na Figura 23(a), observa-se que os trés sinais de maiores intensidades

ocorrem em 284,7, 3999 e 532,3 eV e correspondem aos elementos C, N e O,
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respectivamente. Esses valores sdo muito proximos aos encontrados para a amostra CD6.
Através da deconvolucdo do espectro Cls apresentado na Figura 23(b), observou-se a
existéncia das mesmas trés bandas existentes na amostra CD6: 284,5, 285,9 e em 287,9 eV, as
quais podem ser associadas a ligagcbes C=C, C-OH e C=0, respectivamente (ZHAO et al.,
2018). Conforme observado no espectro O1s, que consta na Figura 23(c), é facil constatar
duas bandas bem definidas em 531,0 e 532,4 eV, relacionados as ligacbes C=0 e C-O-C/C-
OH, respectivamente (DENG et al., 2013). Destaca-se que as diferencas mais nitidas ocorrem
na deconvolucdo do espectro de N1s presente na Figura 23(d); nesse caso, verificam-se
bandas em 399,4, 399,8 e 400,6 eV, que surgem devido a presenca de ligagdes N-C, C=N/-
NH e C-N/N-H, respectivamente, também observadas na amostra CD6. Os espectros de XPS

da amostra CD8 também esta em concordancia com o FTIR dessa amostra.

Figura 23 — Espectros de XPS da amostra CD8 com as respectivas deconvolug¢des: (a) varredura; (b) C1s; (c)
Ols; e (d) N1s.
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Ainda por XPS, foi possivel determinar a composi¢do quimica (em percentual de
atomos) das amostras. Nessa perspectiva, a amostra CD6 apresentou 69,94% de C, 23,87% de
O e 6,19% de N, enquanto a amostra CD8 apresentou 63,71% de C, 30,41% de O e 5,88% de
N. Conforme esperado, observou-se uma maior proporcao de &tomos de carbono em ambas as
amostras, tendo em vista, que o mesmo precursor (riboflavina) foi utilizado em todas as
sinteses. Vale salientar também que a variacdo nas proporcOes se deve aos diferentes
tratamentos térmico aos quais o precursor foi submetido na rota hidrotermal, uma vez que
quanto maior o tempo de sintese, maior a probabilidade de que efetivamente ocorra a reacao
da riboflavina com o solvente, que no caso foi a 4gua. Assim, como reacfes de hidrolise e
desidratacdo ocorrem durante a sintese, é de se esperar variagdes na proporcdo entre 0s
elementos. Nesse sentido, constata-se a presenca das mesmas ligacfes quimicas em ambas as
amostras, conforme apresentado nas deconvolugfes dos espectros, alterando-se apenas as suas
respectivas proporgdes, tendo em vista a extensdo da reagdo em cada tratamento térmico.

Diante das caracterizagdes estruturais apresentadas, foi possivel desenvolver uma
proposta para a estrutura quimica dos PQCs. A Figura 24 ilustra a formacdo do nucleo
grafénico dos PQCs, assim como os grupos funcionais esperados na superficie, com base nas

informacdes de FTIR, espectroscopia Raman e XPS.

Figura 24 — Estrutura quimica esperada para os PQCs.
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5.4 Desenvolvimento da estratégia de sensoriamento quimico

O primeiro teste realizado foi a determinacdo da melhor concentracdo de PQCs

para ser empregada no sensor quimico. Os resultados estdo apresentados na Figura 25.
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Observa-se que a intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a concentracéo dos
PQCs, conforme esperado. Para obter esses espectros, selecionou-se 0 comprimento de onda
de emissdo maximo de cada uma das amostras e verificou-se a intensidade méaxima de
emissdo. Com isso, foi possivel plotar os graficos de intensidade de fluorescéncia em funcgéo
da concentracdo dos PQCs, observando-se, assim, que todas as amostras apresentaram um
comportamento linear até uma concentragdo de 100 pg.mL™? para amostra CD6 e até uma
concentragéo de 20 pg.mL™* para amostra CD8. A Tabela 2 apresenta um resumo dos dados
obtidos nesse ensaio e também o valor de concentracdo que foi selecionado para os ensaios de

titulacdo e para os testes de sensoriamento.

Figura 25 — Efeito da concentragdo dos PQCs na intensidade de fluorescéncia: (a) espectros das diferentes
concentragdes de CD6; (b) linearizacdo da intensidade de fluorescéncia em fun¢do da concentragdo de CD6; (c)
espectros da amostra CD8; (d) linearizacdo para a amostra CD8.
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Tabela 2 — Resultados do teste de efeito da concentracdo para as amostras de PQCs selecionadas para o
desenvolvimento do sensor quimico.

Amostra Aexcitagao Aemissdo Intensidade de Coeficiente de | Concentragéo
maximo | maximo fluorescéncia determinacao, selecionada
(nm) (nm) méaxima média R2
(ng-mL™)
CD6 360 458 5876 + 13,53 0,9908 100
CD8 360 470 3743 £ 79,96 0,9890 10

Fonte: préprio autor.

E importante ressaltar que nitidamente ha uma tendéncia de desvio da linearidade
quando se plota a intensidade fluorescéncia em funcdo da concentracdo dos PQCs. E de se
esperar que esse fendmeno ocorra quando se estuda espectroscopia de fluorescéncia devido a
um fenébmeno denominado de auto supressdo (“self quenching”), ou seja uma reducdo da
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo da amostra
(EWING, 1972). Em virtude disso, verificou-se a intensidade de fluorescéncia da amostra
CD6 em contragBes mais elevadas do que 100 pg.mL™, conforme apresentado na Figura 26.
A auto supressdo pode ser explicada pelo estado de agregacdo das nanoparticulas: com o
aumento da concentracdo, ha uma tendéncia de agregacdo dos PQCs, havendo uma reducao
da érea superficial e, por consequéncia, haverd menos grupos funcionais na superficie das
nanoparticulas. Como a fluorescéncia dos PQCs esta diretamente relacionada a presenca de
tais defeitos de superficie, é de se esperar que haja uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia com o aumento do estado de agregacdo das particulas quando suspensédo
coloidal (CHEN et al., 2016).

Nessa perspectiva, selecionou-se as concentragdes de 100 e 10 ug.mL™?, para as
amostras CD6 e CD8, respectivamente. Considerando-se 0 baixo rendimento quéantico dos
CQD e o fenbmeno de auto supressdo, optou-se por utilizar as concentracdes mais elevadas
possiveis dentro da faixa de linearidade observada. Para a amostra CD6, observa-se a partir da
Figura 26 que em concentracdes acima de 100 pg.mL? ocorre o desvio negativo da
linearidade. Para a amostra CD8 o mesmo desvio é observado a partir da concentracdo de 60
ug.mL?. Contudo, observando-se a Figura 25(d) e a Tabela 2, é facil perceber que
considerando a concentragdo de 20 ug.mL™? e que o coeficiente de determinacdo tem um valor
ligeiramente abaixo de 0,99; pode-se depreender, desse modo que nesse valor de concentracao
tem inicio a perda de linearidade. Diante disso, optou-se por utilizar a concentracdo de 10

ug.mL™? para a amostra CD8 nos testes de sensoriamento.
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Figura 26 — Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia das amostras em concentracBes mais altas: (a)
espectros da amostra CD6; (b) intensidade de fluorescéncia em funcéo da concentracdo da amostra CDB6; (c)
espectros da amostra CD8; (d) intensidade de fluorescéncia em funcéo da concentragdo da amostra CD8.
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Fonte: proprio autor.

Apbs a selecdo da melhor concentracdo, como descrita no paragrafo anterior,
realizou-se os testes de titulagéo, nos quais foram adicionados volumes de AgNPs (Figura 27)
ao sistema contendo PQCs e avaliou-se a variagdo da intensidade normalizada de
fluorescéncia. Assim, atribuiu-se lo ao sinal obtido somente com o respectivo PQC e | ao sinal
obtido apds a adicdo das AgNPs aos PQCs, sendo os resultados expressos pela razéo /1o em
funcdo da concentracdo de AgNPs, conforme é apresentado na Figura 27. Esse teste foi
fundamental na escolha da melhor concentracdo de AgNP a ser utilizada nos testes de
sensoriamento dos pesticidas.

Conforme é possivel observar na Figura 27, 0 aumento da concentracdo de AgNPs
em relacdo a uma concentracdo constante de PQCs resulta na diminuicdo da intensidade

relativa de fluorescéncia. Isso pode ser explicado pelo mecanismo FRET, por meio do qual 0s
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elétrons da espécie doadora (PQC) sdo inicialmente excitados para um estado de mais alta
energia e esta é transferida para o aceptor (AgNP) via acoplamento dipolo-dipolo, ocorrendo
uma supressdo da fluorescéncia do sistema (ALDEEK; JI; MATTOUSSI, 2013).
Comportamento similar foi observado por ZHANG et al. (2013b), no qual foi observada uma
supressdo de luminescéncia dos PQCs por fons Fe®'. Assim, pode-se depreender que a
supressao de luminescéncia é atribuida a transferéncia de energia ndo radioativa do PQC no

estado excitado para um dos orbitais d da espécie metéalica.

Figura 27 — Ensaios de titulacdo das amostras de PQCs: (a) CD6 + Ag@PAA,; (b) CD6 + Ag@BPEI; (c) CD8
+ Ag@PAA; (d) CD8 + Ag@BPEI.
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Fonte: préprio autor

Vale mencionar que a supressdo com Ag@PAA foi mais efetiva, uma vez que
utilizando-se concentracdes mais baixas do aceptor, determinou-se a supressdo maxima de
luminescéncia, evidenciada pelo patamar das curvas apresentadas nas Figuras 27(a) e 27(c).
Provavelmente, isso pode ser explicado pelo tamanho e morfologia dessas nanoparticulas, o
qual é muito proximo a dimensdo dos PQCs. Quando o mesmo teste foi realizado com

Ag@BPEI, néo foi possivel identificar o equilibrio da interacdo entre os PQC e as AgNP, ndo
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sendo constatado graficamente a saturagéo do sistema. Vale enfatizar que essas nanoparticulas
tém um tamanho médio cerca de trés vezes maior do que o dos PQCs, o que pode ter
dificultado a interacdo a fim de que o equilibrio fosse atingido.

Ainda a partir dos graficos obtidos na Figura 27, determinou-se as concentragdes
de AgNPs a serem utilizadas nos testes de sensoriamento dos pesticidas. Nessa perspectiva,
observam-se faixas nos graficos da Figura 27, as quais indicam uma regido na metade da
curva de titulacdo. Esse foi o critério adotado para determinar as concentracfes de AgNPs a
serem utilizadas no sensoriamento. Os valores dessas concentracGes estdo organizados na
Tabela 3, a qual também apresenta os valores de concentracbes molares das AgNPs
relacionadas a metade da curva de titulacdo. Esses valores foram calculados considerando-se a
concentracdo molar das suspensdes dos nanocompdsitos, conforme apresentado na se¢do 5.2 e

serdo relevantes para os posteriores estudos termodinamicos.

Tabela 3 — Concentragdes das AgNPs utilizadas nos testes de sensoriamento.

Sistema de Concentracdo de AgNP | Concentracdo de AgNP
sensoriamento (Lg.gY) (pmol.L1)
CD6 + Ag@PAA 23,5 0,228
CD6 + Ag@BPEI 166,4 3,030
CD8 + Ag@PAA 15,9 0,144
CD8 + Ag@ BPEI 194,1 3,877

Fonte: préprio autor.

Para compreender e elucidar qual mecanismo melhor define a interacdo entre o
doador e o aceptor, é fundamental estudar os parametros fisico-quimicos envolvidos na
interacdo entre os PQCs e as AgNPs. Considerando que houve uma supressdo da

luminescéncia no sistema, tais interagdes podem ser simbolizadas pela equagdo quimica (2):

PQC + nAgNP = PQC(AgNP), (2)

Onde PQC(AgNP), representa as espécies envolvidas na interagdo ndo covalente e
n o numero de AgNPs que efetivamente interagem. Nessa perspectiva, € possivel aplicar a lei
de acdo das massas, considerando-se as concentragdes molares das espécies envolvidas no

equilibrio, obtendo-se a equacdo (3):
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_ [PRciaghp),] (3)

Ksv = Trgcifagner

Onde Ksy é definida como constante de supressdo de fluorescéncia. Considerando

0 balanco de massa total, tem-se que:
[PQC] = [PQC], - [PQC(AgNP),] (4)
Substituindo a equacédo (4) na equacao (3), obtém-se:

_ [PQC{AgNE ;]
Kev = {[rQclo - [PQC{AENP)n] L [4gN P " ®)

Reorganizando:

L [PgciaghP),] ©6)

Ky = [4g¥F]™  [PQCl,

Os termos [PQC-(AgNP)n] e [PQC]Jo referem-se a | e lo, respectivamente. Assim, a

Equacdo (6) pode ser reescrita como:

T L 7)

Ksv = anrrs,

Explicitando-se o termo (I/lo) como variavel dependente:

— =1+ K. [AgNP]" (8)

n

A equacdo (8) relaciona a intensidade relativa de fluorescéncia com a concentragdo
molar de AgNPs e pode ser entendida como uma adaptagdo da Equacdo de Stern-Volmer
(LAKOWICS, 2006). Linearizando a equacéo (8), obtém-se:

lng(fnf:f) = logKg, + n.log[AgNP] 9)
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De acordo com a Equacdo (9), quando se aplica a linearizacdo da equacéo
modificada de Stern-Volmer, o nimero de sitios de ligagdes n é numericamente igual ao
coeficiente angular da reta. Os pardmetros Ksv e n foram obtidos por meio da linearizacéo das

curvas obtidas na Figura 27 (Apéndice F) e estdo organizados na Tabela 4.

Tabela 4 — Pardmetros obtidos a partir da linearizagcdo da Equacdo de Stern-Volmer para os diferentes sistemas
de sensoriamento utilizados nesse trabalho.

Sistema de Ksv n R2
sensoriamento
CD6 + Ag@PAA 0,2737 1,1427 0,9615
CD6 + Ag@BPEI 0,0420 0,7350 0,9959
CD8 + Ag@PAA 0,2268 0,6899 0,9861
CD8 + Ag@ BPEI 0,0273 0,8549 0,9787

Fonte: préprio autor.

E importante ressaltar que os mecanismos de supressdo podem ser classificados
como estatico ou dinamico. A dependéncia com a temperatura, a viscosidade e o tempo de
vida do fluéroforo sdo as principais caracteristicas que distinguem os dois processos. No
mecanismo estatico, um complexo entre o fluoréforo e o supressor é formado no estado
fundamental, enquanto no mecanismo dindmico, a supressdo ocorre a partir da colisdo entre o
supressor e fluoroforo, enquanto este € excitado a partir de seu estado fundamental (FRAIJI;
HAYES; WERNER, 1992). Para elucidar o processo de supressdo como estatico ou dindmico,
foram realizados ensaios termodindmicos. Vale mencionar que a determinagdo dos parametros
termodindmicos também auxilia a entender a interacdo dos PQCs com as AgNPs, a qual pode
ocorrer via forcas de Van der Waals, ligacGes dipolo-dipolo, ligacGes de hidrogénio ou
atracdo eletrostatica (BARBERO et al., 2009). Para estudar tais interacdes, calculou-se, além
de Ksv e n, a constante de supressdo (Kg), a variagdo de energia livre de Gibbs (4G), a
variacdo de entalpia (4H) e a variagdo de entropia (4S) em duas diferentes temperaturas. Os
ensaios foram conduzidos a 303,15 e a 313,15 K, utilizando-se a amostra CD6. Desse modo,
primeiramente, calculou-se o valor de Ksy e de n a partir da linearizagcdo das curvas de
titulacdo nas respectivas temperaturas. Em seguida, obteve-se o valor da constante Kq a ser

utilizada nos calculos termodinamicos. A relacdo entre Ksv e Kq € dada pela equacao:

Koy = 1o K (10)
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Onde 7o € o0 tempo de vida do fluordforo na presenga do supressor, dado na
literatura para os PQCs por um valor da ordem de 1 a 10 ns (REN et al., 2019; ZHANG et al.,
2019). Para os céalculos realizados nesse trabalho, tomou-se como valor 7o = 10 ns (XU et al.,
2015). O calculo de 4G pode ser entdo efetuado sob condigdes de equilibrio, considerando-se

a equacdo:
AG = —RTInK, (12)

AH foi calculado através da equacdo de Van’t Hoff:

(=)= 2 (- 2)

Enquanto o 45S foi calculado a partir da equagéo (13):
AG = AH—TAS (13)

O valor adotado de R (constante universal dos gases ideais) foi de 8,314 J.mol.K™.

Os resultados dos ensaios termodinamicos estdo organizados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de Ksy, Ko, N, 4G, 4H e AS obtidos a partir da interagdo dos PQCs com as amostras
Ag@PAA e Ag@BPEI a 303,15 e 313,15 K.

Ag@PAA Ag@BPEI
T(K) 303,15 313,15 303,15 313,15
Ksv 0,2440+0,05  0,2082 +0,07 0,0393+0,01  0,0330 0,01
Ko 2,44 % 107 2,08 x 107 3,93 x 10° 3,30 x 10°
n 0,62+ 0,2 0,51+0,3 0,58 + 0,1 0,50 + 0,1
« JAmGol'l) 42820+0,576 -42349+1004  -38277+0,281 -38,160+ 0,151
« J"n’:(') i 119,074 +7,8 112,078 +59
R mé'flK_l) 76,278 +2475 77,058+2335 110,571+ 1550 110,199 + 16,02

Fonte: préprio autor.
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Verifica-se que os valores de Ksy e Kg diferem por uma ordem de grandeza,
comparando-se 0s processos realizados com as amostras Ag@PAA e Ag@BPEI. Isso
significa que o modo pelo qual as AgNPs interagem com CD6 é bem diferenciado. Essa
observacdo estd de acordo com o esperado, pois os polimeros que atuam como
funcionalizantes sdo de natureza bem distinta: o PAA é um polimero linear e que possui
cargas negativas na sua superficie, devidos aos grupamentos carboxilato, enquanto a BPEI ¢
um polimero altamente ramificado e que possui cargas positivas, devido aos grupamentos
amino. Em relacgdo ao efeito da temperatura em Ksy, observa-se que o aumento da temperatura
resultou na diminuicdo da constante de equilibrio, 0 que caracteriza o processo de supressdo
como estatico, ou seja ha a formacgdo de um complexo entre o fluor6foro e o supressor ainda
no estado fundamental (VAN DE WEERT; STELLA, 2011).

No que tange ao pardmetro n, verifica-se que ele é dependente da temperatura e
que apresentou valores distintos em cada um dos processos. Observa-se que em ambos o0s
casos, 0 aumento da temperatura resulta na diminuicdo do coeficiente n. Por exemplo, para
Ag@PAA, o valor de n diminui de 0,62 a 303,15 K para 0,51 a 313,15 K. Isso pode ser
interpretado pela diminui¢do do nimero de sitios de interagdo entre os PQCs e as AgNPs, pois
nesse caso, menos sitios de ligacdo nas AgNPs estdo disponiveis para interagir com os PQCs.
Além disso, ao se elevar a temperatura do sistema, aumenta-se o0 grau de agitacdo das
nanoparticulas, tornando mais intensas as colisdes e diminuindo a probabilidade de ocorrer
efetivamente uma interacdo fraca.

Conforme observa-se na Tabela 5, os valores de AG para 0S processos Sao
negativos, e ocorrem em uma faixa de -42,829 a -38,160 kJ.mol, indicando que todos os
processos ocorrem espontaneamente. Além disso, como o0 aumento da temperatura resulta na
diminuigdo da constante Ksy, os valores de AH sdo negativos, caracterizando o processo como
exotérmico, confirmando que o processo ocorre através do mecanismo estatico. Outra
constatacdo e a diferenca de valores de A4S para os dois sistemas de AgNPs. Como a
Ag@BPEI é um polimero muito mais ramificado do que a Ag@PAA, observa-se que a
interacdo dessas nanoparticulas com os PQCs ocasionam uma maior desordem do sistema, de
acordo com o esperado. Comparativamente, quando Maruyama et al (1993) estudaram
interacdes entre farmacos e proteinas, observaram que valores positivos de A4S estariam
relacionados a interagdes hidrofobicas ou forcas de atracdo eletrostdtica (MARUYAMA et al.,
1993). Assim, pode-se supor que tais interacdes ndo covalentes sdo as que predominam

quando se mistura as suspensdes coloidais de PQCs e AgNPs.
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5.5 Testes de deteccéo de pesticidas

Apds a otimizacao das condicdes experimentais, inicialmente realizou-se os testes
de deteccdo de amostras padrdes de pesticidas, utilizando-se LDA como ferramenta para
investigar se os sistemas seriam capazes de diferenciar os analitos. Os resultados desse teste
para as amostras CD6 e CD8 encontram-se na Figura 28.

Avaliou-se entdo o efeito da adicdo de AgNPs na interacdo dos PQCs com 0s
pesticidas, atraveés da criacdo dos padrbes observados através da razdo ls/l1, considerando as
relacbes normalizadas. Esses padres foram construidos a partir do valor das respectivas
razGes obtidas no ponto maximo das bandas dos espectros de fluorescéncia. Para ambas as
amostras de PQCs (CD6 e CD8), considerou-se as razdes no comprimento de onda de 470
nm. Observa-se na Figura 28 (a) que foram considerados trés sinais de fluorescéncia: o
primeiro a partir da interacdo dos PQCs com os pesticidas (razdo l2/l1); o segundo,
considerando a interacdo com a Ag@PAA, e o terceiro considerando a interacdo com
Ag@BPEI. Verificou-se que quando se utiliza esses trés sinais, considerando 0s espectros
completos, consegue-se uma maxima diferenciacdo por LDA para os padrGes analiticos.
Assim, tem-se nas Figuras 28 (a) e (c) as impressbes digitais referentes aos padrdes de
reconhecimento e nas Figuras 28 (b) e (d) os graficos considerando os fatores candnicos
obtidos por LDA. Para todos os casos, a separacdo dos agregados se baseia na distancia
padronizada de Mahalanobis: quanto maior a distancia entre os agregados, maior é a

probabilidade de uma identificagéo correta dos analitos investigados (LE et al., 2017).
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Figura 28 — Deteccéo dos pesticidas em PBS (pH= 7,4): (a) padrdes de resposta de fluorescéncia dos pesticidas
avaliados para a amostra CD6; (b) plotagem dos fatores candnicos obtidos do processo de agrupamento da LDA
para CD6; (c) padrfes de resposta de fluorescéncia dos pesticidas avaliados para a amostra CD8; (d) plotagem
dos fatores candnicos obtidos do processo de agrupamento da LDA para CD8. Cada valor de média assim como
desvio padrdo foi calculado utilizando 6 replicatas.
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Constatam-se nos graficos de barra apresentados a esquerda as impressdes digitais
obtidas pelo efeito da interacdo da prata e dos pesticidas em relacdo aos PQCs. Observa-se
claramente que o sensor conseguiu identificar os diferentes analitos, pois 0s pontos agrupados
para o0s respectivos pesticidas estdo separados uns dos outros, considerando um nivel de
confianca de 95%. A partir dos dados obtidos pelo algoritmo de LDA, pode-se inferir que 0s
dois fatores candnicos mais significativos conseguem justificar 98,0% da variancia dos dados
obtidos de acordo com a estratégia de identificacdo estabelecida para a amostra CD6. De
modo semelhante, 89,9% da variancia dos dados explicam a diferenciacéo evidenciada para a
amostra CD8. Em ambos 0s casos esses valores foram obtidos pela analise completa dos

dados (dois eventos de ligagdo x cinco pesticidas x 6 replicatas). Vale salientar que a variancia
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ndo totalizar 100% significa que outros fatores candnicos conseguem justificar a variancia dos
dados. Entretanto, como os resultados sdo analisados através de um plano bidimensional,
apenas os dois fatores mais significativos sdo apresentados.

Os resultados obtidos para os padrdes sdo relevantes para organizar um banco de
dados a ser utilizado apds os testes com as amostras reais. Nesse trabalho, iniciou-se tais
testes, procedendo-se com a adi¢do dos pesticidas propanil, paration e pirimicarbe em extratos
de arroz e de cenoura. Os pesticidas foram intencionalmente adicionados através de um
procedimento analitico denominado de dopagem ou fortificacdo de amostras, considerando
que estas ndo estdo contaminadas previamente com os analitos. Optou-se por esses trés
pesticidas, pois representam compostos de diferentes classes quimicas: organoclorado,
organofosforado e carbamato. Os resultados estdo apresentados na Figura 29. Observa-se que,
considerando um nivel de confianca de 95%, ndo ha uma sobreposicdo dos agrupamentos;
desse modo, pode-se depreender que o sensor conseguiu diferenciar os analitos entre si e entre
uma amostra que ndo foi dopada com pesticida (branco). De acordo com os resultados
obtidos, para a amostra de arroz, os dois fatores candnicos mais significativos justificam
83,5% da variancia dos dados. Para as amostras de cenoura, laranja e pimentdo esses valores
séo de 89,9%, 97,8% e 98,8%, respectivamente.
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Figura 29 — Deteccéo dos pesticidas em amostras reais. (a); (c); (e); (9): padrdes de resposta de fluorescéncia dos
pesticidas avaliados para o extrato de arroz, cenoura, laranja e pimentdo, respectivamente; (b); (d); (f); (h):
plotagem dos fatores can6nicos obtidos do processo de agrupamento da LDA para amostras de arroz, cenoura,
laranja e pimentéo, respectivamente. Cada valor de média assim como desvio padrdo foi calculado utilizando 6
replicatas.
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A seguir, utilizando-se a mesma ferramenta quimiométrica, foram realizados os
testes utilizando os extratos de arroz e de pimentdo em concentragdes mais baixas. Optou-se
por utilizar concentracfes dez e cem vezes mais baixas do que a concentracdo de 2,5 ppm a
fim de verificar a sensibilidade da estratégia de sensoriamento. Além disso, com essas
concentracgOes, sera possivel alcangar valores proximos aos limites maximos de residuos
estipulados pelas legislagdes americana e europeia. Na Figura 30, sdo apresentados os
resultados das andlises para 0s extratos de arroz e de piment&o.

Figura 30 — Plotagem dos fatores candnicos obtidos do processo de agrupamento da LDA para as amostras

reais: (a) arroz fortificado com 0,25 ppm de pesticida; (b) arroz fortificado com 0,025 ppm de pesticida; (c)
piment&o fortificado com 0,25 ppm de pesticida; (d) pimentdo fortificado com 0,025 ppm de pesticida.
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Fonte: proprio autor.
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Conforme é possivel observar na Figura 30, para a amostra de extrato de arroz em
uma concentracdo de 0,25 ppm, se for considerado apenas o fator candnico que explica 96,2%
da variancia dos dados, somente é possivel diferenciar as amostras que estdo contaminadas
com pesticidas daquelas que ndo estdo. Desse modo, ndo € possivel distinguir quais pesticidas
contaminam essa amostra apenas com o fator (1). Quando se considera o fator (1) juntamente
ao fator (2), consegue-se obter uma diferenciacéo entre o extrato contaminado com paration,
mas ainda ha uma sobreposicdo das elipses referentes aos extratos contaminados com
pirimicarbe e propanil, ndo sendo possivel a diferenciacdo desses analitos. Quando se analisou
uma concentracdo de 0,025 ppm de cada um dos pesticidas, ndo had nenhuma sobreposi¢édo de
elipses, contudo observando-se o fator candnico (2), verifica-se facilmente que a distancia
entre as elipses indica que elas estdo mais proximas, quando comparadas com a concentragdo
de 0,25 ppm. Por sua vez, para o extrato de pimentdo, o resultado foi um pouco mais
satisfatorio. Quando se utiliza uma concentracdo de 0,25 ppm, observa-se que o0s dois fatores
canonicos juntos conseguem explicar 95,7% da variancia dos dados e as elipses continuam
bem distantes umas das outras, assim como na concentracdo mais elevada de 2,5 ppm.
Todavia, quando se utiliza a concentracdo de 0,025 ppm, had uma sobreposicéo entre as elipses
relacionadas aos pesticidas paration e pirimicarbe, ndo sendo possivel distinguir os dois
pesticidas pela estratégia proposta. Para contornar esse problema, a partir dos dados
completos da varredura dos espectros de fluorescéncia, realizou-se uma analise
discriminatoria em duas etapas: primeiramente uma PCA, a qual forneceu 23 componentes
principais e em seguida uma LDA considerando apenas essas 23 variaveis. Os resultados sao

apresentados na Figura 31.



74

Figura 31 — Plotagem dos fatores candnicos obtidos do processo de agrupamento da LDA para as amostras
reais, a partir das 23 componentes geradas pela PCA dos espectros completos: (a) arroz fortificado com 2,5
ppm de pesticida; (b) arroz fortificado com 0,25 ppm de pesticida; (c) arroz fortificado com 0,025 ppm de
pesticida; (d) pimentdo fortificado com 2,5 ppm de pesticida; (e) pimentdo fortificado com 0,25 ppm de
pesticida; (f) pimentéo fortificado com 0,025 ppm de pesticida.
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Fonte: proprio autor.

Observa-se que em cinco dos seis casos analisados, houve uma boa separacdo

entre as elipses. Houve uma ligeira sobreposi¢do apenas na concentracdo de pesticida de 0,25

ppm, quando os testes foram realizados com extrato de pimentdo. Contudo, vale mencionar

gue para essa concentracao, foi visto na Figura 30 que apenas a LDA conseguia discriminar

os analitos. A PCA é uma técnica ndo-supervisionada de reconhecimento de padrdes na qual

os dados multivariados sdo projetados em um espaco de reducdo menor, reduzindo a

dimensionalidade do conjunto de dados; por isso, muitas vezes, é considerado um método de

compressdo de dados. Esse procedimento facilita a analise discriminante através dos fatores

candnicos, pois ao invés de serem analisadas mais de mil variaveis de uma Unica vez, apenas

as componentes principais que descrevem esses dados sdo analisadas. Por esse motivo,

observa-se uma melhor discriminacdo quando a PCA é utilizada de forma complementar ao

método classico de andlise discriminante. Por fim, avaliou-se o processo de discriminacao,
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utilizando-se a concentragdo como fator de classificacdo. Nessa perspectiva, a Figura 32
apresenta a analise individual de cada pesticida em diferentes concentracGes nos extratos de

arroz e de pimentao.

Figura 32 — Plotagem dos fatores candnicos obtidos do processo de agrupamento da LDA considerando-se
diferentes concentracGes dos pesticidas, analisados separadamente: (a) arroz fortificado com paration; (b)
arroz fortificado com pirimicarbe; (c) arroz fortificado com propanil; (d) pimentéo fortificado com paration;
(e) pimentdo fortificado com pirimicarbe; (f) piment&o fortificado com propanil.
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Fonte: préprio autor.

Analisando-se a Figura 32, observa-se facilmente que as concentragdes dos
pesticidas sdo diferenciadas, utilizando a estratégia proposta. 1sso mostra o potencial do
sistema desenvolvido a ser aplicado na quantificacdo dos analitos. Através desses resultados,
pode-se observar que os dois fatores candnicos conseguem diferenciar 100% da variancia dos
dados, com 95% de confianca, em todos os casos. Desse modo, utilizando-se apenas a analise
discriminante classica, as concentragdes dos pesticidas podem ser diferenciadas, quando se
varia em dez vezes sua ordem de grandeza. Futuramente, além dos testes qualitativos, também
seria interessante aplicar métodos de calibragdo multivariada (PLS-DA e SIMCA) a fim de
construir um modelo de regressédo para previsdo da concentragcdo dos pesticidas nas amostras

de alimentos.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, foi possivel propor o desenvolvimento de um sensor quimico
para pesticidas de diferentes classes quimicas, baseado no mecanismo de interacdo de PQCs
com AgNPs. Pode-se inferir que a rota solvotermal é uma alternativa viavel para sintetizar
PQCs, utilizando riboflavina como precursor sintético, em dois diferentes solventes: agua e
etanol. Obteve-se dezoito amostras de PQCs, com distintos espectros de emissdo de
fluorescéncia e AgNPs funcionalizadas que apresentaram bandas de absor¢do proximas a 420
nm, a partir das quais foi possivel selecionar as amostras com base no mecanismo FRET. A
amostra Ag@PAA possuiu um tamanho de particula médio inferior ao da Ag@BPEI e
préximo ao da amostra CD6. Através de FTIR confirmou-se a funcionalizacdo das AgNPs.
Por meio da mesma técnica, de XPS e da espectroscopia Raman, foi possivel inferir a
estrutura quimica dos PQCs. Considerando as melhores condigdes experimentais
(concentracdo de PQCs e de AgNPs), identificou-se os pesticidas propanil, paration,
dimetoato, clorpirifos e pirimicarbe, utilizando-se os PQCs rotulados como CD6 e CD8, a
partir dos padrdes obtidos por LDA. Também obteve-se padrGes de sensoriamento para
amostras de extratos de arroz e de cenoura dopados com paration, propanil e pirimicarbe. A
combinacdo da técnica de PCA com LDA tambeém demonstrou ser uma poderosa ferramenta
para discriminar os pesticidas analisados em concentracBes proximas aos limites maximos
recomendados nas legislacBes vigentes, de até 25 ppb para trés dos cinco dos pesticidas

analisados nesse trabalho.
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7 PERSPECTIVAS

e  Obter os espectros Raman das demais amostras de PQCs;

e Auvaliar as propriedades coloidais dos nanocompdsitos de prata por espalhamento
dindmico de luz (DLS) e potencial zeta;

e  Obter as micrografias (TEM) da amostra CD8, assim como as imagens de microscopia de
forca atdmica (AFM) das amostras CD6 e CD8;

e Realizar a validacéo interna do método de LDA em todas as concentracfes analisadas;

e Desenvolver uma metodologia para quantificar os pesticidas analisados e validar o
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

e Confeccionar um filme polimérico de carboximetilcelulose contendo o CD6 e aplica-lo
na identificacdo dos pesticidas.
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APENDICE A - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ELABORADO PARA A
SINTESE DOS PQCs.

Solvente | Temperatura | Tempo | ROTULO
(°C) (h)
1 CD1
Agua 160 3 CD2
5 CD3
1 CD4
Agua 180 3 CcD5
5 CD6
1 CD7
Agua 200 3 CcDS8
5 CD9

Solvente | Temperatura | Tempo | ROTULO
(°C) (h)
1 CD10
Etanol 160 3 CD11
5 CD12
1 CD13
Etanol 180 3 CD14
5 CD15
1 CD16
Etanol 200 3 CD17
5 CD18




APENDICE B - ESPECTROS DE EXCITACAO DOS PCQS SINTETIZADOS DE
ACORDO COM O PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL: (A) AMOSTRAS
SINTETIZADAS EM AGUA; (B) AMOSTRAS SINTETIZADAS EM ETANOL.

Intensidade (u.a.)

—B2
——CD1(160°C/1h)
GD2 (160°Cf3h)
CD3 (160°C/5h)

—B2

——CD10 (160°C/1h)
CD11 (160°C/3h)
—— CD12 (160°C/5h)

—B2

———CD4 (180°C/1h)
CD5 (180°C/3h)
CD6 (180°Ci5h)

—osB2
——— D13 (180°C/1h)

CD14 (180°C/3h)
———¢D15 (180°C/5h)

<O\

Intensidade (u.a.)

—B2

——CD7 {200°C/1h)
CD8 (200°CI3h)
€D9 (200°C/5h)

—B2
CD16 (200°C/1h)
CD17 (200°C/3h)
——CD18 (200°C/5h)

(@)

200 250 300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Fonte: préprio autor

(b)

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)
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APENDICE C - CURVAS DE SUPERFICIE OBTIDAS A PARTIR DOS
RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL: (A) AMOSTRAS
SINTETIZADAS EM AGUA; (B) AMOSTRAS SINTETIZADAS EM ETANOL.

= I

A excitagio maximo (nm)
A excitagio Maximo (nm)
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APENDICE D - COMPARACAO ENTRE OS ESPECTROS DE EMISSAO DOS PQCS
(CD6, CD8 e CD9) COM OS ESPECTROS DE ABSORCAO DAS AMOSTRAS:
(A)Ag@PAA; (B) Ag@BPEI.

——CD6

——CD6
cDs
> Ag@PAA

Ras cDs
« Ag@BPEI

Intensidade normalizada (u.a.)
Intensidade normalizada (u.a.)

350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

(a) (b)



APENDICE E — ESPECTROS DE FLUORESCENCIA EM DIFERENTES
COMPRIMENTOS DE ONDA DE EXCITACAO DAAMOSTRA DE

RIBOFLAVINA
Riboflavina

- 300 nm

®© | —320mm

=3 340 nm
S | —— 360 nm

Q 380 nm
g ——400 nm

1+ —— 420 nm
o ——440 nm
b —— 460 nm

2 ——480 nm

D

-

E

350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)
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APENDICE F - CURVAS DE TITULACAO LINEARIZADAS DOS PQCs COM AS
AgNPs ATEMPERATURAAMBIENTE

log [{lg - 1)/lg]

gl

log [(lg -

(c)

@ Experimental
-0,8 Calculado
1,2
1,64
2,0
-2,4 T T T T T T
14 42 10 08 06 04 -02
log [AgNP]
(a)
E J @ Experimental
08 Calculado ?
]
1,24
@
1,6
44 42 0 08 06 -04 -02
log [AgNP]

log [(lg - Nlg]

log [(lg - )/lo]

-04
4 Experimental
Calculado
-0,8
-1,2 4
'1v6 T T T T T T
02 00 02 04 06 08 10
log [AgNP]
(b)
4 Experimental
-0,8- Calculado
L)
-1,24 &
-1,6
'zvo T T T T T T
02 00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
log [AgNP]
(d)



