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RESUMO

Este trabalho trata-se da aplicacdo de pontos quanticos (quantum dots) como sondas
fluorescentes para determinacgéo de espécies organicas e inorganicas em amostras clinicas
e ambientais. No desenvolvimento do trabalho foram desenvolvidos dois trabalhos, o
primeiro aborda sobre a aplicacdo de pontos quénticos de carbono (carbon quantum dots)
como sondas fluorescentes para determinacao de Cr(VI) em amostras ambientais (agua e
solo), os pontos quéanticos de carbono (CDots) foram preparados por pirdlise da mistura
dos precursores moleculares acido citrico e glutationa reduzida. O CDots sintetizados
apresentou um rendimento quantico fotoluminescéncia de 69,4% e tamanho de particula
de cerca de 2,5 nm. Na investigacdo dos parametros de interacdo entre os CDots e 0
Cr(VI), foi observado que o mecanismo de quenching estatico, com a formacéo de um
complexo supramolecular no estado fundamental. Para o estudo de possiveis interferentes
ao método, Pb(ll), Ba(ll), Fe(ll), Al(lIl) e Fe(lll) foram considerados interferentes ao
método. Apos a otimizacdo dos principais parametros analiticos, o0 método apresentou
faixa linear de 0,10 — 12 mg mL "t com limite de deteccdo (LOD) de 0,03 mg mL™* (pH
7), e recuperacBes de 90 — 105% e 99,5 — 107% para amostras de agua e solo,
respectivamente. Assim, 0 método mostrou-se sensivel, rapido e versatil para aplicacées
em diversas amostras ambientais. O segundo trabalho aborda sobre aplicacdo de pontos
quanticos (quantum dots) de ZnS como sondas fluorescentes para determinacdo de
timerosal em amostras de vacinas. Os QDs de ZnS foram sintetizados a partir de solucéo
de sulfeto de sédio (0,1 mol L) com acetado de zinco (0,1 mol L) usando como agente
ligante de superficie a N-acetil-cisteina. O nanomaterial sintetizado apresentou Aex= 290
nm e Aem = 440 nm, com didmetro médio em suspensdo de 4,40 nm. Ao realizar a
otimizacdo dos parametros analiticos, na avaliacdo do pH e do sistema tampdo, se
observou que em pH 7 utilizando tampao &cido citrico/fosfato foi obtida a melhor resposta
para interacdo do QDs de ZnS com Timerosal. Na avaliagdo do mecanismo de quenching
se observou que com aumento da temperatura ocorreu diminuigéo os valores de Ksy e Kb,
indicando que o mecanismo preferencial de quenching é estatico. Com base nos
pardmetros termodinamicos, a interacdo do QDs de ZnS com timerosal € um processo
espontaneo, exotérmico e que o valor negativo da entropia pode ser resultado do acimulo
de timerosal na superficie dos QDs. O método proposto apresentou faixa linear de 10 a
90 ug Lt com LOD de 4,59 ug L, sendo concordante com outros trabalhos na literatura
para determinacdo de mercurio, uma vez que ndo existem sistemas similares com
timerosal. Ao realizar o ensaio de recuperacdo nas amostras de vacinas comercializadas
nos postos de salde na cidade de Maceid a recuperacdo variou de 79,24 a 104,5%,
indicando a exatiddo do método.

Palavras — chave: Pontos quanticos (quantum dots), sondas fluorescentes, Cr(VI),
timerosal.



ABSTRACT

This work deals with the application of quantum dots as fluorescent probes for the
determination of organic and inorganic species in clinical and environmental samples. In
the development of the work, two projects were developed, the first one was based on the
application of carbon quantum dots (CDots) as fluorescent probes for determination of
Cr(VI) in environmental samples (water and soil). CDots were prepared by pyrolysis of
a mixture of molecular precursors citric acid and reduced glutathione. The synthesized
CDots had a photoluminescent quantum yield of 69.4% and a particle size of about 2.5
nm. In the investigation of the interaction parameters between CDots and Cr(V1), it was
observed the mechanism of static quenching with the formation of a supramolecular
complex in the fundamental state. For the study of possible interferents to the method,
Pb(I1), Ba(ll), Fe(I1), Al(I11) and Fe(l11) were considered interfering to the method. After
optimization of the main analytical parameters, the method presented a linear range of
0.10 — 12 mg mL " with limit of detection (LOD) of 0.03 mg mL™ (pH 7), and recoveries
of 90 — 105% and 99.5 - 107% for water and soil samples, respectively. Thus, the method
proved to be sensitive, fast and versatile for applications in several environmental
samples. The second project was based on the application of quantum dots of ZnS as
fluorescent probes for the determination of thimerosal in vaccine samples. The ZnS QDs
were synthesized from sodium sulfide solution (0.1 mol L) with zinc acetate (0.1 mol L’
1y using N-acetyl-cysteine as the surface binding agent. The synthesized nanomaterial
presented Aex = 290 nm and Aem = 440 nm, with mean suspension diameter of 4.40 nm. In
the optimization of the analytical parameters, pH and buffer system evaluation, it was
observed that citric acid / phosphate buffer at pH 7 showed best response for the
interaction of ZnS QDs with Thimerosal. In the evaluation of the quenching mechanism,
it was observed that with increasing temperature, the values of Ksv and Ky decreased,
indicating that the preferential mechanism of quenching is static. Based on the
thermodynamic parameters, the interaction of ZnS QDs with thimerosal is a spontaneous,
exothermic process and the negative entropy value may be a result of the accumulation
of thimerosal on the surface of the QDs. The proposed method presented a linear range
from 10 to 90 ug Lt with LOD of 4.59 ug L%, agreeing with other studies in the literature
for the determination of mercury, since there are no similar systems with thimerosal.
When performing the recovery test on samples of vaccines from market health centers in
the city of Maceid, recovery ranged from 79,24 to 104,5%, indicating the accuracy of the
method.

Key words: quantum dots, fluorescent probes, Cr (VI1), thimerosal.
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Introducdo geral

Este trabalho trata-se da aplicagdo de pontos quanticos (quantum dots) como
sondas fluorescentes para determinacdo de espécies organicas e inorganicas em amostras
clinicas e ambientais. Neste projeto, foram desenvolvidos dois estudos, os quais estdo
apresentando como capitulo I, abordando sobre a aplicacdo de pontos quanticos de
carbono (carbon quantum dots) como sondas fluorescentes para determinacao de Cr(VI)
em amostras ambientais (dgua e solo) e capitulo 11, que apresenta a sintese, caracterizacao
e aplicacdo de pontos quanticos (quantum dots) de ZnS como sondas fluorescentes para
determinacéo de timerosal, um compostos organico de mercurio, em amostras de vacinas.

Para melhor entendimento do estudo desenvolvido, serdo tratados nos topicos a
sequir os principios basicos relacionados a fluorescéncia, ao quantum dots (QDs) e aos

guantum dots de carbono (CDtos).

1. O fenémeno de fluorescéncia.

A luminescéncia molecular caracteriza-se pela emissdo de radiacdo
eletromagnética (na regido do UV-vis) proveniente de moléculas ou espécies que foram
excitadas, e em seguida, retornam ao seu estado fundamental. Esse fendmeno é
denominado de fotoluminescéncia, quando a absorcdo de fotons é o responsavel pela
excitacdo da molécula, elevando os elétrons de valéncia de um orbital de menor contetido
energeético para um orbital (ou condi¢do) de maior energia (SHINDE et al., 2012).

A luminescéncia molecular é formalmente dividida em fluorescéncia e
fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado envolvido no processo. Se o
estado excitado envolvido é singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado mantém
sua orientacdo original, tem-se o processo de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006). Por
outro lado, na fosforescéncia, a orientacdo do elétron que foi promovido ao estado
excitado € invertida (estado excitado tripleto).

Em consequéncia da retencéo da orientacdo original, o retorno de uma populagédo
de moléculas/espécies que se encontra no estado excitado singleto para o estado
fundamental (que tem carater singleto), é permitido e ocorre muito rapidamente. Assim,
a fluorescéncia é intrinsecamente um fendmeno luminescente mais comum que a
fosforescéncia, competindo eficientemente com processos de desativacdo nao-radiativos

do estado excitado. Como consequéncia direta disso, é possivel observar facilmente
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fluorescéncia na temperatura ambiente e diretamente em solu¢do, o que torna o
procedimento experimental fluorimétrico mais simples (LAKOWICZ, 2006).

O principio da fluorescéncia € a base da fluorimetria, que engloba o conjunto de
técnicas analiticas baseadas na deteccdo dos fotons emitidos por moléculas excitadas de
carater singleto quando estas retornam para o estado fundamental, como ilustrado na

Figura 1.

Figura 1. Diagrama parcial de energia de um sistema fotoluminescente.
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Fonte: Adaptado, (CESAR; ALVES, 2009)

No processo de desativacao do estado excitado uma molécula pode voltar ao seu
estado fundamental por uma combinacdo de varias etapas de mecanismo. Duas destas
etapas, fluorescéncia e fosforescéncia, envolvem a emissdo de um foton de radiacdo. As
outras etapas de desativacao: relaxacgéo vibracional, converséo interna, conversdo externa
e cruzamento intersistemas, sdo processos nao-radiativos. A trajetdria favorecida para o
estado fundamental é aquela que minimiza o tempo de vida do estado excitado. Assim,
se a desativacao por fluorescéncia é rapida em relacdo aos processos sem radiacao, tal
emissdo é observada (SHINDE et al., 2012).

A relaxacéo vibracional ocorre devido as colisdes entre moléculas excitadas e o

solvente, sendo um processo de desativacdo bastante eficiente pois o tempo de vida médio
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de uma molécula excitada vibracionalmente é de 107*?s. Uma consequéncia da eficiéncia
da relaxacéo vibracional é o fato de a banda de fluorescéncia para uma dada transicéo
eletronica estar deslocada para comprimentos de onda maiores em relacdo a banda de
absorcédo (deslocamento Stokes).

A conversdo interna é particularmente eficiente quando dois niveis eletronicos de
energia estdo proximos o suficiente para que haja uma superposicao de niveis de energia
vibracionais. A conversdo interna pode resultar no fendémeno da prédissociacdo, em que
a molécula vai de um nivel eletrénico superior para um nivel vibracional superior de um
estado eletrdnico mais baixo, no qual a energia vibracional é grande o suficiente para
causar ruptura de uma ligacdo. A pré-dissociacao deve ser diferenciada da dissociacao,
na qual a energia absorvida excita um cromoforo diretamente a um nivel vibracional alto
o suficiente para causar uma ruptura da ligacdo cromofdrica; a conversdo interna nao esta
envolvida (SHINDE et al., 2012).

Pode também ocorrer uma conversdo externa, em que a desativacdo de um estado
eletrénico excitado envolve interacéo e transferéncia de energia entre a molécula excitada
e 0 solvente ou outros solutos.

No cruzamento intersistemas ocorre alteracdo do spin do elétron do estado
excitado, alterando a multiplicidade (singlete para triplete). Esse processo ocorre com
maior freqiéncia quando ha sobreposicdo de niveis vibracionais e em moléculas com
atomos pesados, como iodo e bromo (LAKOWICZ, 2006).

1.1 Instrumentacdo em fluorescéncia

A instrumentacdo para as medias de fluorescéncia (Figura 2), comporta uma fonte
de luz para excitar a amostra, um monocromador para selecionar o comprimento de onda
de excitagcdo, um compartimento para a amostra, um segundo monocromador para isolar
e analisar a emissdo fluorescente proveniente da amostra, um sistema de detec¢do com
um fotomultiplicador e, finamente, um registrador para determinar a intensidade da
emissdo de fluorescéncia (GOMES, 2011).
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Figura 2. Esquema geral de funcionamento de espectrofotdmetro de fluorescéncia molecular que
utiliza lampada de xendnio como fonte de excitacao.
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A amostra é colocada no equipamento, que emite luz em um determinado
comprimento de onda, especifico para a molécula/espécie que se quer avaliar. Antes de
atingir a amostra, esta luz passa por um monocromador, responsavel pela separacdo da
luz que atingird a amostra. Através de uma série de espelhos adequadamente
posicionados, a luz chega até a amostra e provoca excitacdo das moléculas/espécies, que
emitem luz em um outro comprimento de onda maior que o de excitagdo, que também
passa por um monocromador e é captado pelo fotomultiplicador e convertido em sinal.

Com o desenvolvimento da técnica de fluorescéncia, muitas moléculas/compostos
fluorescentes passaram a ser utilizadas como sondas analiticas para a investigacdo de
diferentes sistemas visando informacdes de natureza fisico-quimica, bioquimica e
bioldgica, entre esses compostos se destacam 0s quantum dots, que Gltimos anos, tem sido
apresentada por diferentes autores como uma possivel alternativa a esses metodos
convencionais (NSIBANDE; FORBES, 2016).

Os pontos quanticos (QDs) sdo nanomateriais cristalinos semicondutores que
possuem propriedades eletrdnicas e Opticas Unicas devido aos efeitos de confinamento
quantico. Eles possuem varias propriedades atraentes que os tornam adequados como
sensores analiticos. Através de estratégias de modificacdo de superficies, eles

encontraram Varias aplicacGes em varias disciplinas (NSIBANDE; FORBES, 2016).
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2. Pontos Quanticos
2.1 Pontos Quanticos semicondutores — Quantum dots

Pontos quanticos ou quantum dots, comumente formados por materiais
semicondutores nanocristalinos coloidais, sdo descritos como sendo nanoparticulas em
suspensao, com diametros que variam de 2 a 20 nm, de varios materiais semicondutores
e que apresentam efeito de confinamento quantico (SAMANTA et al., 2013).

Uma das razdes principais que tem tornado estas particulas tdo atrativas para as
mais diversas areas, desde a salde até a optoeletrdnica, € a sua capacidade de emitir luz
visivel apos excitacdo, e principalmente o fato desta emissdo de luz variar devido a
interacfes dos quantum dots com outras moléculas com as quais reage ou interage (JO;
MAGALH, 2014)

Como material cristalino semicondutor que sdo, os quantum dots apresentam na
sua estrutura quimica uma banda de valéncia, de menor energia, equivalente ao conjunto
das orbitais ligantes moleculares e uma banda de conducdo, de energia superior,
correspondente ao conjunto dos orbitais antiligantes (Figura 3). Entre estas duas bandas
existe uma regido denominada band-gap, correspondente a niveis de energia “proibidos”,
cujo diferencial energético corresponde a energia minima necesséria para promover a
passagem de um elétron da banda de valéncia para a banda de conduc¢do. Quando se faz
incidir nestes materiais fotons de energia superior a energia de band-gap, o féton interage
com um elétron da camada de valéncia, promovendo a sua migracdo para a camada de
conducdo, a0 mesmo tempo que deixa, na camada de valéncia, uma lacuna (orbital
semipreenchido) com carga positiva. A interacdo de natureza eletrostatica entre o elétron
negativo, na banda de conducdo e a lacuna, de carga igual a do elétron, mas de sinal
oposto, na banda de valéncia, da origem a uma quasi-particula, o éxciton. Este éxciton
tem um periodo curto de vida acabando por perder a energia que absorveu. O processo de
libertacé@o da energia absorvida pode ocorrer de dois modos: perda ndo radiativa, em que
a energia é dissipada pela ocorréncia de choques ou geracao de vibracGes (este fendmeno
€ mais comum nos semicondutores macroscopicos), ou por meio da emissdo de fotons
com energia inferior aos fotons incidente, e, portanto, a um comprimento de onda maior
que o do fétons absorvido. A Figura 3, mostra um esquema ilustrativo do processo de
excitacdo e emissdo dos QD (DRBOHLAVOVA et al., 2009; JO; MAGALH, 2014;
MENEZES, 2007; TOMCZAK et al., 2009).
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Figura 3. Esquema do processo de excitacdo e emissdo do QD.
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Em um contexto histdrico, os pontos quanticos inicialmente foram propostos
como marcadores luminescentes para aplicacdes biologicas (FRIGERIO et al., 2012).
Contudo, desde que Chen e Rosenzweig (2002) empregaram pela primeira vez QDs de
CdS modificados por diferentes ligantes como sondas luminescentes para quantificacdo
de fons cobre e zinco em meio aquoso, as pesquisas empregando QDs como sensores
quimicos para determinacdo de céations, anions e compostos organicos aumentaram
significativamente (DUAN et al., 2011). A Figura 4 mostra o nimero de publicagdes nos
altimos 10 anos relacionadas a Quantum Dots. Onde a Figura 4A mostra todas as
publicagdes com QDs e a Figura 4B mostra o nimero de publicac¢des relacionando o0 QDs

com florescéncia e utilizacdo de QDs como sensor.
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Figura 4. Gréfico do numero de publicacdes indexadas na base de dados Web of Science para o
periodo dos ultimos 10 anos (2008-2018). A) Com base nos termos “Quantum dots” e B)
“Quantum dots; Sensor” e “Quantum dots; fluorescence” A pesquisa foi realizada em junho/2018.
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Fonte: Autor, 2018.

Assim, novas aplicacBes, principalmente no campo da Quimica Analitica
Aplicada, explorando as propriedades fotoluminescentes dos QDs estdo sendo exploradas
visando o monitoramento de espécies de interesse ambiental, farmacéutico, clinico e de
controle de qualidade de alimentos (ALGARRA et al., 2012).

Além, dos quantum dots semicondutores, uma classe diferente de QDs feita de
materiais de carbono emergiu recentemente e estd encontrando aplicagdo na deteccdo
analitica, este material vem se destacando por ser formando a base de carbono, material

que € abundante e de facil obtencéo

2.2 Pontos Quanticos de carbono (carbono quantum dots)

Os pontos quanticos de carbono (carbon quantum dots) foram descobertos
acidentalmente pela primeira vez em 2004 durante a purificagdo de nanotubos de carbono
de parede Unica pelo método eletroforético. Desde entdo, 0s pontos quanticos de carbono
tém chamado bastante a atencdo devido a facil obtencdo e propriedades espectroscopicas
fascinantes (MIRTCHEV et al., 2012). Os pontos quanticos de carbono tém se tornado
gradualmente uma importante classe de materiais da familia nano devido a sua fonte de
preparagdo ser derivada de materiais carbonosos, os quais, na maioria das vezes, sdo
abundantes e baratos (R. VAZ, K. VIEIRA, C. MACHADQO, J. FERRARI, 2015).

Por defini¢do geral os pontos quéanticos de carbono sdo particulas de tamanho
nanométrico constituidos por um niicleo hibridizado de carbono sp?, funcionalizadas com

grupos organicos, em sua superficie, a qual é geralmente composta por grupos funcionais
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organicos contendo atomos de carbono, oxigénio, nitrogénio e enxofre, como por
exemplo: -COOH, -NH., -OH e -SOsH, os quais 0s tornam soluveis e estaveis, do ponto
de vista coloidal, em &gua e solventes organicos polares (LIM; SHEN; GAO, 2015;
MIRTCHEV et al., 2012; ZHAO et al., 2015).

A Figura 5 mostra a ilustracdo de pontos quanticos de carbonos com superficie
passivada com grupos oxigenados (esquerda) e com superficie passivada com moléculas

organicas (direita).

Figura 5. llustracdo de pontos quanticos de carbonos.
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Em comparagdo aos semicondutores tradicionais e 0s corantes organicos, 0s
pontos quanticos de carbono sdo superiores em termos de solubilidade (sobretudo, em
meio aquoso), estabilidade quimica, baixa citotoxicidade, biocompatibilidade, facil
funcionalizacdo e alta resisténcia a fotodegradacdo (MACHADO et al., 2015).

Embora a origem da fluorescéncia dos pontos quénticos de carbono ainda néo
esteja completamente estabelecida, alguns estudos relatam que a emissdo de fluorescéncia
destes nanomateriais pode ser atribuida ao efeito de confinamento quéantico e as diferentes
armadilhas emissivas na superficie das nanoparticulas (BAKER; BAKER, 2010; Ll etal.,
2012).

Assim, tem sido relatado que as diferentes armadilhas (sitios ativos) presentes na
superficie dos pontos quanticos de carbono sdo formadas principalmente como resultado
da oxidacdo da regido superficial do nanocristal, servindo como centros de captura dos
éxcitons, permitindo assim a sua fluorescéncia caracteristica. Nesse aspecto, quanto
maior o grau de oxidacdo na regido superficial, maior o nimero de regibes ativas
(armadilhas de superficie) (BAO et al., 2015).
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Gracas as extraordinarias propriedades opticas que possuem, 0s pontos quanticos
de carbonos estdo sendo aplicados em diversas areas tais como nanossensores,
optoeletrdnica, imagiologia para investigacdo biomédica, foto-catalise, entre outras.
Como pode ser observado na Figura 6 que relata o crescimento do nimero de publicagdes
relacionada a pontos quanticos de carbono, evidenciando assim sua importancia para

diversa areas.

Figura 6. Gréafico do nimero de publicagdes indexadas na base de dados Web of Science para o
periodo dos dltimos 10 anos (2008-2018) com base nos termos “carbon quantum dots” e “Carbon
guantum dots; determination”. A pesquisa foi realizada em junho/2018.
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Fonte: Autot, 2018.

Dentre as diversas aplica¢des que os CDots apresentam, 0 seu USO COMO Sensores
fluorescentes tem ganhado bastante interesse devido a auséncia de espécies metalicas
potencialmente toxicas em sua estrutura, boa solubilidade em &gua e fotoestabilidade.
Neste sentido, o uso de CDots para a deteccdo de metais potencialmente tdxicos é de
extrema importancia, devido aos impactos que estes podem causar ao meio ambiente e 0s
eventuais prejuizos a saude humana. A aplicacdo de CDots como sensores fluorescente
inclui a deteccdo de Cu(ll), Fe(Il), Pb(11), Ag(l), Cr(\V1) e Hg(ll), por exemplo, através
da supressdo da fluorescéncia intrinseca dos CDots na presenca destes ions metalicos.

Desta forma, este trabalho explorou dois sistemas distintos baseados em
nanoparticulas com emissdo de radiagdo como nanosondas fluorescentes para

quantificacdo direta de Cr(V1) e timerosal.
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Capitulo |

Aplicacdo de pontos quanticos de carbono (carbon quantum
dots) como sondas fluorescentes para determinacéo de Cr(VI1)

em amostras ambientais
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Resumo

Neste trabalho foram sintetizados pontos quanticos de carbono (CDots) como sensores
fluorescentes para determinacéo de Cr(VI). Os CDots foram preparados por pirolise da
mistura dos precursores moleculares acido citrico e glutationa reduzida. A pirolise
revelou ser um procedimento simples que forneceu CDots com um rendimento quantico
de fotoluminescéncia de 69,4% e tamanho de particula de cerca de 2,5 nm. Para explorar
a potencialidade analitica do nanomaterial produzido, os CDots foram aplicados como
sensores fluorescentes para determinar Cr(VI) em amostras de agua e solo. Na
investigacdo dos parametros de interacdo entre os CDots e o Cr(VI), a constante de
ligacdo (K») obteve uma diminui¢gdo com o0 aumento da temperatura, evidenciando assim
0 processo de quenching estatico, com a formacdo de um complexo supramolecular no
estado fundamental. Adicionalmente, o processo de supressdo da fluorescéncia esta
relacionado ao inner filter effect. Os valores negativos da variagéo da entalpia e entropia
levam a um processo com interacOes sendo realizadas preferencialmente por ligagGes de
hidrogénio e forcas de van der Waals. Foram avaliados 30 possiveis interferentes ao
método, onde Pb(Il), Ba(ll), Fe(ll), Al(l1I) e Fe(l1l) foram considerados interferentes ao
método. Apos a otimizagdo dos principais pardmetros analiticos, 0 método apresentou
faixa linear de 0,10 - 12 mg mL " com limite de deteccdo (LOD) de 0,03 mg mL™* (pH 7)
e recuperagOes de 90 - 105% e 99,5 - 107% para amostras de dgua e solo, respectivamente.
Assim, o método mostrou-se sensivel, rapido e versatil para aplicacdes em amostras de
agua e solo.

Palavras-chave: carbon quantum dots; Cr(VI); quenching de fluorescéncia; aguas;

solos.
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Abstract

In this work carbon quantum dots (CDots) were synthesized as fluorescent sensors for Cr
(V1) determination. The CDots were prepared by pyrolysis of the mixture of precursors
formed by citric acid and reduced glutathione. Pyrolysis proved to be a simple procedure
which provided CDots with a photoluminescence quantum yield of 69.4% and particle
size of approximately 2.5 nm. To explore the analytical potential of the nanomaterial, the
CDots were applied as fluorescent sensors to determine Cr(V1) in water and soil samples.
In the investigation of the interaction parameters between the CDots and the Cr(V1), the
binding constant (Ky) decreased as the temperature increase, thus demonstrating the static
quenching process, with the formation of a supramolecular complex in the steady state .
In addition, the fluorescence suppression process is related to the inner filter effect. The
negative values of enthalpy change and entropy lead to a process with interactions being
performed preferably by hydrogen bonds and van der Waals forces. It was evaluated 30
possible interferences to the method, where Pb(I1), Ba(ll), Fe(ll), Al(111) and Fe(lll) were
considered interfering with the method. After optimization of the main analytical
parameters, the method presented a linear range of 0.10 - 12 mg mL™? with limit of
detection (LOD) of 0.03 mg mL™ (pH 7), and recoveries of 90 - 105% and 99.5 - 107%
for water and soil samples, respectively. Thus, the method proved to be sensitive, fast and
versatile for applications in water and soil samples.

Keywords: Carbon quantum dots; Cr(VI); fluorescence quenching; waters; soils.
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1. Introducéo

Os materiais luminescentes vém sendo aplicados com grande vigor em diversos
campos de pesquisa (MIRTCHEYV et al., 2012; RAY et al., 2009; SHEN et al., 2012; LI
etal., 2010). Os Carbon Dots (CDots) tém sido considerados como uma nova atra¢do dos
materiais luminescentes, devido as suas propriedades associadas a estabilidade quimica,
solubilidade em &gua e em solventes organicos, resisténcia a fotodegradacéo,
biocompatibilidade e baixa toxicidade. As aplicagdes potenciais destes materiais
abrangem &reas como bioimageamento, fotocatalise, células solares, LEDs, sensores
fluorescentes, entre outros (YANG et al., 2013; SUN et al., 2014).

Por definicdo geral, os CDots sdo particulas de tamanho nanométrico constituidos
por um ntcleo hibridizado de carbono sp?, funcionalizadas com grupos organicos, em sua
superficie. A superficie dos CDots é geralmente composta por grupos funcionais
orgénicos contendo &tomos de carbono, oxigénio, nitrogénio e enxofre, como por
exemplo: -COzH, -NHz, -OH e -SOsH, 0s quais 0s tornam solUveis e estaveis, do ponto
de vista coloidal, em agua e solventes organicos polares (ZHAO et al., 2015; LIM et al.,
2015).

Os componentes fundamentais na constituicdo dos CDots sdo: carbono,
hidrogénio e oxigénio. A quantidade destes elementos é distinta nos diferentes CDots
reportados na literatura, sendo a quantidade de cada um deles dependentes do material de
partida utilizado na sintese, bem como a rota sintética utilizada (QIAN et al., 2014; XU
etal., 2013; DONG et al., 2013; CHANDRA et al., 2013). A introducdo de heteroatomos
vem sendo reportada no ajuste da posicao das bandas de energia dos CDots, uma vez que
heterodtomos também podem afetar o rendimento quantico de fotoluminescéncia (®s)
(ZHAI et al., 2012; JIANG et al., 2012; DING et al., 2012). Por conseguinte, umas das
principais razdes dos CDots atrairem grande atencdo dos pesquisadores é devido suas
propriedades de emissdo de luz visivel. Na literatura, ha relatos de valores de rendimento
quantico de fotoluminescéncia (®s) de 3,8 a 88%, dependendo do método de preparacéo
e do precursor utilizado (HSU et al., 2012; ZENG et al., 2013).

Os CDots podem ser utilizados como sensores fluorescentes devido a auséncia de
espécies metélicas em sua estrutura, solubilidade em &gua e fotoestabilidade. A deteccdo
de metais com comprovada toxicidade, como crémio, mercurio e chumbo, é de extrema
importancia, devido aos impactos que estes podem causar ao meio ambiente e 0s
eventuais prejuizos a saude humana. A aplicagdo de CDots como sensores fluorescentes

incluem a detecgdo de Cu(ll), Fe(ll), Pb(ll), Ag(l), Cr(\VI) e Hg(ll), por exemplo, através
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da supressdo da fluorescéncia intrinseca dos CDots na presenca dos ions metalicos em
determinadas condigdes otimizadas (LIM et al., 2015).

Em especial, o cromio pode ser encontrado com diversos estados de oxidacao
sendo, mais comuns Cr(ll), Cr(lll) e Cr(VI). O cromio hexavalente Cr(VI) tem sido
utilizado em diversas aplicacdes na industria de eletrdnicos, como: tubos de raios
catddicos, painéis de circuitos integrados e blindagem, além do emprego na fabricacéo de
corantes e pigmentos (DIMA et al., 2015). O Cr(V1) provoca danos quando ingerido ou
inalado por seres humanos, podendo até gerar tumores. A Organizagdo Mundial de Saude
(WHO) limita a ingestdo do consumo humano de Cr(VI) em 0,05 mg L™, porém nio
foram encontrados estudos que comprovem a quantidade minima de Cr(VI) que possa
provocar doengas, quando ingerido (WHO, 2011).

Alguns trabalhos relatam a deteccdo de Cr(VI1) empregando CDots de diferentes
formas. M. Zheng et al. (2013) descreveram a determinagéo de Cr(VI) utilizando CDots
como sensores fluorescentes. Os CDots foram sintetizados a partir do acido citrico como
fonte de material carbonoso e dietilenotriamina como sensibilizador de superficie das
nanoparticulas. Os CDots sintetizados apresentaram intensa luminescéncia no azul do
espectro eletromagnético, além de um elevado @+ (88,6%). A constante de Stern-Volmer
(Ksv) para o processo de interagdo foi de 6,9x10* L mol™ correspondente a faixa linear
de 0,52-2600 ng L%, a qual atende o limite delimitado pela WHO. Alternativamente, Y.
Liu et al. (2015) descreveram a quantificacdo de Cr(VI) em amostras de agua utilizando
CDots preparados a partir de fuligem de vela e polietilenoimina como material adsorvente
para concentracdo de Cr(VI). Os CDots provaram sua eficacia na adsorcéo de Cr(VI) com
fator de enriquecimento de 30 vezes e limite de deteccdo de 0,21 ug L™t empregando
FAAS como sistema de deteccdo. Desta forma, CDots mostram-se versateis quanto a
diferentes aplicagdes analiticas para determinacdo de Cr(VI).

Até agora, uma grande variedade de procedimentos e variados precursores foram
utilizados na preparacdo dos CDots. Tais variacdes sintéticas geram nanomateriais
diferentes, e como as propriedades de fluorescéncia dos CDots estdo diretamente ligadas
ao material de partida e grupos funcionais incorporados em sua superficie, ocorre
dificuldade na normalizagdo e para estabelecer um mecanismo efetivo no
desenvolvimento de sensores analiticos a base de CDots. Portanto, este trabalho visa
desenvolver um método analitico para quantificar Cr(VI) em diferentes amostras de agua
e solo explorando o processo de interacdo do Cr(VI) com CDots sintetizado com &cido

citrico e glutamina.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914014008935
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914014008935

32

2. Obijetivos
2.1 Objetivo Geral

Aplicacdo analitica de pontos quénticos de carbono (carbon quantum dots -

CDots) sintetizados com acido citrico e glutationa, como sonda fluorescente para

determinacdo de Cr(VI) em amostras de agua e solo.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do pH na interagdo do CDots e Cr(VI);

Realizar a otimizacdo dos parametros quimicos e fisicos do sistema para a
determinacéo de Cr(VI);

Avaliar a cinética de reacgdo e estabilidade fotoquimica dos CDots;

Determinar os parametros de ligacdo e termodinamicos dos CDots e Cr(VI);
Realizar o estudo das possiveis espécies interferentes e estabelecer as figuras de
mérito do método proposto;

Validar o método por meio de ensaio de recupera¢do em amostras de agua e solo.
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3. Experimental
3.1 Reagentes e solugdes

Para todos os experimentos se empregou reagentes de grau analitico de pureza e
agua tipo 1l (condutividade elétrica menor que 1 uS cm™) foi utilizada durante o processo
de sintese e quantificacdo do Cr(VI). Os reagentes utilizados na sintese dos CDots foram
glutationa cristalizada na forma reduzida (Sigma, C10H17N3OeS a 98%) e acido citrico
anidro P.A. (Vetec, CeHgO7 a 99,5%). Os reagentes utilizados ndo foram submetidos a
nenhum procedimento de purificagdo. Solugdo estoque 100 pg mL™ de Cr(VI) foi
preparada dissolvendo 2,81 mg de K2Cr.07 (Merck), previamente seco a temperatura de
120 °C, em 10 mL de &gua. As solucdes de trabalho foram preparadas a partir de dilui¢es
adequadas da solucdo estoque. Tampéao Britton-Robinson de pH 2-10 foram preparadas a
partir da mistura de HsBO3 (Merck), HsPO4 (Sigma) e acido acético (Sigma), todos a 0,04
mol L, sendo o pH final ajustado com NaOH ou HCI 1 mol L. Os tampdes 2-amino-2-
hidroximetil-1,3-propanodiol  (Tris, Vetec), é&cido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-
etanosulfonico (HEPES, Sigma) e acido 1,4-piperazinadietanosulfonico (PIPES, Sigma)
foram utilizados na avaliagdo dos diferentes sistemas tamp&o. Uma solugdo 0,1 mol L™
de Na2CO3z (Merck) foi utilizada para extracdo seletiva de Cr(\V1) das amostras de solo.
Na analise de possiveis interferentes, todos os reagentes empregados foram de grau e

pureza analitica.

3.2 Sintese dos carbon quantum dots - CDots

Para a preparacdo dos CDtos a partir de acido citrico e glutationa reduzida,
utilizou-se a seguinte metodologia: pesou-se 1,5 g de acido citrico e 0,5 g de glutationa
reduzida. Ap6s a pesagem, os solidos foram misturados até formarem uma mistura
homogénea visualmente. Em seguida, a mistura dos sélidos foi levada a um forno tubular
de alumina para tratamento térmico, os precursores foram aquecidos empregando uma
taxa de 10 °C min, e mantido durante 120 min a 270 °C. Apds a carbonizagio, o produto
foi triturado até a obtencdo de um po finamente dividido. Posteriormente, o pé foi
transferido para um béquer e adicionados 100 mL de &gua. O sistema foi colocado em
banho de ultrassom durante 30 min, a fim de extrair as nanoparticulas, uma vez que, apos
a pirolise elas podem estar adsorvidas pelo carvao formado durante a sintese. Em seguida,
a mesma foi submetida a agitacdo e aquecimento por 30 min, a temperatura de 100 °C

para auxiliar no processo de extragdo dos CDots. Por fim, o sistema foi centrifugado a
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3600 rpm por 15 min e filtrada em membrana PVDF com poros de 0,22 um (Micropore),
descartando-se o precipitado.
A sintese e caracterizacdo do nanomaterial foi realizada pelo grupo do Prof. Marco

Schiavon da Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei (MG).

3.3 Caracterizacéo do CDots

Os espectros de absorcdo foram registrados em um espectrofotometro de duplo
feixe com um detector do tipo tubo fotomultiplicador (UV-2550, Shimadzu). As medidas
foram realizadas na regido de 200 a 900 nm, utilizando-se agua como solvente de
referéncia e células de quartzo (Hellma) de 10 mm de caminho éptico. Os espectros de
emissao foram obtidos em um espectrofluorimetro (RF-5301PC, Shimadzu). Os espectros
foram registrados na faixa de 330 a 650 nm em células de quartzo de 10 mm de caminho
optico. Uma lampada de xendénio de 150 W foi empregada como fonte de excitagdo, com
fendas de 3 nm para emissdo e excitacdo, respectivamente. As medidas de tempo de vida
do estado excitado foram registradas utilizando um espectrofluorimetro Horiba
Fluorolog-3 Jobin-Yvon. A excitacdo foi realizada utilizando uma nanoled pulsado com
comprimento de onda de excitacdo de 341 nm,

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrdmetro
infravermelho com transformada de Fourier da Perkin Elmer modelo Spectrum GX.
Foram registrados espectros na regifo de 4000 a 400 cm™, usando resolucéo de 4 cm™ e
acumulo de 64 espectros. As amostras foram dispersas em KBr e pastilhadas com auxilio
de uma prensa hidraulica com o uso de 10 toneladas de pressdo de compactacéo.

As amostras de CDots foram caracterizadas em um microscopio (Jem 2100, FEG-
TEM) operando em 200 kV. As amostras foram preparadas adicionando-se, com auxilio
de uma seringa, uma gota dos materiais dispersos em &gua, sobre uma grade de cobre de
300 mesh com Holey Carbon e uma fina camada de carbono.

A estrutura cristalina dos precursores e dos materiais obtido apds o tratamento
térmico foi analisada por difracdo de raios X (DRX), utilizando um difratdmetro
(Shimadzu) com radiacio, Ko do Cu, A= 1,5418 A, monocromador de grafite e varredura
de 0,02 graus, entre 206 = 10° a 80°).

Para determinacdo do rendimento quantico de fotoluminescéncia foram
preparadas uma solucdo padrao de um corante e uma suspensdo de CDots. Os materiais
foram excitados em 355 nm. Espectros de absor¢cdo do nanomaterial e padrdo foram
obtidos, tendo como referéncia a intensidade de absor¢do no comprimento de onda de
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excitacdo. Assim, se obteve um grafico de area integrada de fotoluminescéncia vs
intensidade de absorbancia. O coeficiente angular dos graficos obtidos foi utilizado para
determinar os valores de rendimentos quanticos de acordo com a equagéo 1.

o, = CDST( m j(:]]—;j Equacéo (1)

Neste caso, os subscritos S e ST representam a amostra teste e a substancia padrao,
respectivamente. O termo m corresponde ao coeficiente angular obtido a partir da
regressao linear do grafico intensidade de fluorescéncia integrada vs absorbancia e, n é o
indice de refracdo da solucdo da amostra teste e substancia padrdo. A substancia padrdo
usada para determinar o @ deve apresentar emissdo e absor¢do em uma regido similar a
da amostra que se deseja determinar este parametro. Por essa razdo, o sulfato de quinino
foi utilizado como substancia padrao (®st = 54%) para determinacgdo dos @7 dos CDots.

As curvas de tempo de vida de decaimento radiativo auxiliam na caracterizacao
de diferentes centros de emissdo dos nanomateriais. A excitacdo foi realizada utilizando
um nanoled pulsado com comprimento de onda de excitacdo de 341 nm. As curvas foram
obtidas fixando as emissfes para os CDots em 431 nm a temperatura ambiente. A curva
de tempo de vida no estado excitado foi melhor ajustada com a ajuda de uma curva mono
exponencial representada pela equacao 2:

I(t) = Ioexp[—%j Equacdo (2)

Onde I e lo, corresponde a intensidade e intensidade inicial, respectivamente, t o tempo

em ns e T corresponde ao tempo de meia vida.

3.4 Determinacéo de Cr(VI) empregando CDots

No procedimento padrdo, 100 pL de uma solugdo 0,13 mg L™ dos CDots e 100
uL do tamp&o Tris 60 mmol L (pH 7) foram misturados com volumes crescentes da
solucéo estoque do analito perfazendo concentracdes final de Cr(VI1) na faixa de 0,10 -
12 ug mL* (1,92 - 230 umol LY). Em seguida, adicionou-se agua até 1,0 mL e aguardou-
se 20 min a temperatura ambiente antes das medicGes espectrofluorimétricas (Lex = 350
nm). A intensidade de fluorescéncia maxima obtida em 418 nm foi utilizada para a
quantificacdo de Cr(VI). Para otimizacdo dos parametros analiticos utilizou-se a

sensibilidade (slope) em fungéo da equacéo:
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-1
{u}: aCoqy + b Equacéo (3)

onde lo e Ir correspondem a intensidade de fluorescéncia inicial dos CDots e apds adi¢do
do Cr(VI), respectivamente, e Ccrviy é a concentracio de cromo (ug mL?). A
sensibilidade analitica e o coeficiente linear sdo representados por a e b, respectivamente.
Todas as curvas analiticas apresentaram um minimo de cinco pontos com medidas em
triplicata (n = 3).

As figuras de mérito do método proposto foram determinadas conforme
procedimentos ja estabelecidos (ELLISON et al., 2009). Os parametros avaliados foram
LOD (limite de deteccédo), LOQ (limite de quantificacdo) e RSD (desvio padréo relativo),
com dois pontos da curva preparados e medidos dez vezes (n = 10). Os calculos relativos
aos limites de detec¢do (30) e de quantificacdo (10c) foram realizados de acordo com as

seguintes equacoes:

3sb
LOD = + Chranco Equacéo (4)
C
10 sb .
LOQ = a Cbranco Equagao (5)
(4

onde Crranco = CONCentracéo relativa ao sinal do branco, sb equivale ao desvio padréo do
branco analitico (n = 10), enquanto ac corresponde ao coeficiente angular da curva
analitica empregada. O desvio padrdo relativo (RSD) foi calculado de acordo com a
equacao:

S
RSD = ?p x 100 Equacao (6)

onde sp equivale ao desvio padrao referente a um determinado padrao analitico dentro da

faixa linear e x corresponde ao valor médio encontrado para este padrdo (n = 10).

3.5 Preparo das amostras de agua e solo

O meétodo proposto foi utilizado para a quantificacdo de Cr(VI) em amostras de
agua e solo. Foram utilizadas quatro amostras diferentes de agua para quantificacdo e
avaliacdo da recuperacdo de Cr(VI), incluindo agua salobra do complexo estuarino
Mundai-Manguaba (9°35°24”S 35°47°26”W) e agua doce do Rio Catolé (9°35°24”S
35°47°26”W 341°N), ambas do municipio de Maceio (Alagoas, Brasil), além de agua
mineral comercial e potavel. As amostras de agua foram filtradas com membrana de 0,45

um (ésteres de celulose) e, percoladas por uma coluna de troca i6nica Dowex® 50-X8 (10



37

cm de comprimento, id = 5 mm, contendo 2,5 g de resina), para remocao de possiveis
interferentes catidnicos. Amostras de solo de cultura de alface e turfa foram caracterizadas
e avaliadas quanto a concentracdo e ensaio de recuperacdo do Cr(VI). Para extracao
seletiva do Cr(V1) das amostras de solo seguiu-se procedimento descrito por Panichev et
al. (2003), onde 5,0 g da amostra de solo foram levado a estufa a 500 °C durante 10 h, em
seguida foi adicionado a 250 mg da amostra 25 mL da solugdo Na,COs 0,1 mol L e
levado a chapa de aquecimento onde permanece durante 10 min apés entrar em ebulicéo,

para entdo a solugéo ser centrifugada durante 15 min (4000 rpm) e filtrada.
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4 Resultados e Discussoes
4.1 Caracterizacdo dos CDots

A Figura 1A apresenta o espectro de absorcao na regido do ultravioleta visivel dos
CDots. O material apresentou ampla absorcdo na faixa do ultravioleta se estendendo até
o0 visivel do espectro eletromagnético com uma banda em 341 nm. Diferentemente dos
CDots apresentados na literatura que exibem duas bandas de transicdo, os CDots
preparados apresentam apenas uma banda correspondendo a transi¢des do tipo C-O e
C=0 devido a transi¢des n—x", de grupos carboxilicos, localizada em 341 nm. Uma
possivel explicacdo para o fato pode estar ligado aos grupos remanescentes da glutationa
estarem localizados na superficie dos CDots, blindando eficazmente o nlcleo onde estdo
situado carbonos do tipo sp? referentes a transi¢do n—n (LI et al., 2014; DONG et al.,
2012; SAHU et al., 2012).

A Figura 1B apresenta os espectros de emissdo CDots preparados e excitados em
diferentes comprimentos de onda. Foi observado que as amostras apresentam a banda
méxima de emissdo na regido do azul do espectro eletromagnético, sendo possivel
observar o deslocamento das bandas para a regido do vermelho no espectro com o
aumento do comprimento de onda de excitacdo. Esse deslocamento é devido a grande
variedade de grupos organicos na superficie dos CDots, tais grupos geram estados
intermediarios entre os orbitais HOMO e LUMO do material, gerando emissdao em
maiores intervalos do espectro eletromagnético. Os CDots preparados a partir do acido
citrico com incorporacdo de glutationa apresentam sua maior intensidade de emissdo
quando excitados em 370 nm (LI et al., 2014; VAZ et al., 2015). A dispersdo dos CDots
apresenta estabilidade coloidal em meio aquoso e sdo translicidas quando ndo estdo sob
irradiacdo de luz. A irradiacdo de luz ultravioleta e a emissdo de cor azul é a primeira
evidéncia de formacdo dos CDots conforme mostrado na figura da Figura 1B (parte
interna), quando irradiadas a 365 nm.

A Figura 1C apresenta a curva de decaimento do tempo de vida do estado excitado
dos CDots, a curva pdde ser ajustada para um modelo mono exponencial. O tempo de
vida dos CDots foi t = 14,58 ns. O decaimento mono exponencial pode estar relacionado
com a dopagem dos CDots com glutationa, a qual proporciona niveis de energia
adicionais aos CDots (ZHUO et al., 2015; ZENG et al., 2015). Devido ao curto tempo de
vida e a rapida transferéncia de elétrons os CDots estes apresentam potencial para serem

utilizados em dispositivos optoeletrénicos (SALAM et al., 2015).
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Figura 1. A) Espectro de UV-vis da amostra de CDots derivadas de acido citrico e glutationa,
obtidos por pirdlise a 270°C; B) Espectros de fotoluminescéncia dos CDots excitados em
diferentes comprimentos de onda; C) Curva de decaimento do tempo de vida do estado excitado
para a amostra de CDots; D) Area integrada de fotoluminescéncia em funcéo da absorbancia para
calculo do rendimento quantico de fotoluminescéncia dos CDots sintetizados. A curva de menor
inclinacdo corresponde do sulfato de quinino (@¢ = 54%).
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Fonte: Elaborado por Marco Schiavon, 2017.

A Figura 1D mostra as curvas correspondentes ao calculo do rendimento
quantico de fotoluminescéncia. Os CDots incorporados com glutationa apresentam @
69,38%. O elevado valor do @, pode ser atribuido a introducdo de novos estados
intermediarios de energia, provocados pelos &tomos de nitrogénio e enxofre no material,
uma vez que o precursor de acido citrico isoladamente possui apenas carbono, hidrogénio
e oxigénio em sua composicdo (ZHUO et al., 2015; MACHADO et al., 2015). O elevado
valor de @y mostra que o método de pirdlise em atmosfera inerte é altamente eficaz na

producdo de CDots, além de ser simples e barato (VAZ et al., 2015).
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Yonggiang Dong et al. (2012), prepararam CDots por carbonizacdo do
precursor de acido citrico, com tamanho de 15 nm, medidos por microscopia de forga
atdbmica. Os CDots foram classificados de acordo com seu grau de carbonizagéo,
completa ou incompleta. Os CDots com carbonizacdo completa apresentam emissao
dependente do comprimento de onda de excitagdo, deslocando o0 maximo de emissdo com
0 aumento da radiagéo incidente, com @ de 9,0%. Os CDots que sofreram carbonizagédo
incompleta exibem emisséo independente do comprimento de onda de excitacéo, o valor
de @y calculado foi de 2,2%. Ambos ®; foram calculados utilizando sulfato de quinino
como padréo.

Sahu et al. (2012), descrevem a preparacdo de CDots utilizando suco de laranja
como precursor, um material sem toxicidade e de facil acesso, por uma rota hidrotermal
simples. Os CDots apresentam grupos funcionais C-OH, C-C, C=0 e C-H em sua
superficie, as nanoparticulas exibem luminescéncia dependente do comprimento de onda
de excitacéo, o autor atribui a emissdo a defeitos criados na estrutura gerados pelos grupos
funcionais. O ®; foi de 26%, um dos mais altos valores, encontrados para CDots com
precursores de baixo custo.

A incorporacdo da glutationa no acido citrico ja havia sido reportada na literatura
com @ de 80,3%, por rota hidrotérmica. De acordo com o Zhuo et al. (2015), os CDots
preparados utilizando &cido citrico e glutationa por tal rota apresentam emisséo
independente do comprimento de onda de excitacdo. Tal fato pode estar ligado a rota de
preparacdo dos CDots, uma vez que via pirdlise, utiliza-se temperatura de preparacao
mais elevada.

A espectroscopia infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) foi
utilizada para a caracterizacdo dos CDots, para se obter informag6es sobre os grupos
funcionais presentes nas nanoparticulas. A Figura 2 apresenta o espectro de FTIR dos
CDots. O material sintetizado possue uma banda de vibragédo de hidroxilas entre 3500-
3200 cm™. O estiramento simétrico de carbonila situado em 1711 cm™, somados aos
estiramentos de hidroxila e carboxila leva-se a concluir que a nanoparticula possui o
grupo acido carboxilico em sua superficie. Os CDots apresentam vibracbes de
estiramento assimétrico de N-H em aproximadamente em 3152 cm™ e dobramento de N-
Hem 1630 cm™. Essas vibragdes sio tipicas de grupos aminas provinientes da glutationa,
onde foi possivel observar que a incorporacao desse grupo foi efetiva e tais grupamentos

podem melhorar o @ das nanoparticulas. As vibracdes de C-H e C-C podem ser
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observadas em 2921 e 1400 cm™, respectivamente (DONG et al., 2015) (SAHU et al.,
2012) (PAVIA, 2010).

Figura 2. Espectro infravermelho dos CDs derivados de &cido citrico com incorporagdo de
glutationa, obtidos por pirdlise a 270°C.

100 J
,-? 4
S 90 4
s 801
[ _
= ?U.
fg 60 -
2 50
g ]
= 407
& 30
201 . . . -

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)

Fonte: Elaborado por Marco Schiavon, 2017.

A Figura 3A apresenta micrografias de TEM dos CDots preparados. E possivel
observar que as nanoparticulas apresentam morfologia quasi-esférica, conforme ja
relatados por outros autores (SHEN et al., 2012; ZHAO et al., 2015; MACHADO et al.,
2016). Além disso, na Figura 3B é apresento um histograma com a distribuicdo de
tamanhos das particulas em que € possivel verificar que o tamanho médio é de 2,5 nm,
com dispersdo de tamanhos variando de 1,75 a 4,75 nm.
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Figura 3. A) Imagem de microscopia eletrdnica de transmissdo da amostra de CDots obtidos por
pir6lise em atmosfera inerte a 270°C. B) Histograma de distribuicdo de tamanho dos CDots.

20

=
(4,
1

Particulas (%0)

1,50 2,25 3,00 3,75 4,50 5,25
Tamanho (nm)

Fonte: Elaborado por Marco Schiavon, 2017.

Foi observado que as amostras apresentaram carater tipicamente néo cristalino,
uma vez que imagens de alta resolucdo nao puderam ser obtidas. Além disso, a difracdo
de elétrons ndo indicou a presenca de planos cristalograficos. A auséncia de cristalinidade
das nanoparticulas também foi confirmada por DRX, conforme apresentado na Figura 4,
uma vez que nao foram observados planos cristalinos, corroborando assim com 0s
resultados de DRX. A Figura 4 apresenta as analises de DRX dos precursores e do CDots
obtido. E possivel observar que os precursores de acido citrico e glutationa reduzida
apresentam elevada cristalinidade, diferentemente do CDots preparados via pir6lise que
apresentam um carater tipicamente ndo cristalino, com um halo tipico de materiais
carbonosos amorfos em 26 = 22° (SHEN et al., 2012; LIM et al., 2015; SAHU et al.,
2012). Uma possivel explicagdo para a falta de cristalinidade é que os precursores ao
serem submetidos a elevada temperatura se degradam de forma incompleta formando as

nanoparticulas fluorescentes.



43

Figura 4. Difratogramas de raios X dos precursores. (A) CA (acido citrico), (B) GSH (glutationa)
e (C) CDots derivados de acido citrico com incorporacdo de glutationa, obtidos por pir6lise a
270°C.
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Fonte: Elaborado por Marco Schiavon, 2017.

4.2 Otimizacao dos parametros analiticos

Os CDots produzidos em meio aquoso apresentam emissdo de fluorescéncia
no azul (Aem = 418 nm) e na presenca de Cr(V1) essa intensidade de fluorescéncia
é rapidamente diminuida proporcional a quantidade de Cr(VI) presente no meio
(Figura 5). Para explorar de forma eficiente os CDots produzidos como sonda
fluorescente para determinacdo de Cr(VI1) alguns parametros analiticos foram

otimizados.

Figura 5. Principio de determinagdo de Cr(VI) explorando CDots como sonda fluorescente.

350 mu%
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Fonte: Autor, 2017.
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4.2.1 Avaliacdo do pH

A avaliacdo do pH do meio é um importante parametro para a otimizacdo
do método, visto que pode influenciar na intensidade de fluorescéncia, eficiéncia
do processo de quenching e distribuicdo das espécies de Cr(V1). Inicialmente, o pH
do sistema foi avaliado utilizando o tampdao Britton-Robinson (pH 2-10) (Figura
6).

Figura 6. Efeito do pH no quenching de CDots em diferentes concentracdes de Cr(VI),
empregando tampéo Britton—Robinson 0,04 M.
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Fonte: Autor, 2017.

Em funcdo do perfil obtido, a maior variagcdo do sinal utilizando diferentes
concentracdes de Cr(VI1) foi observada em pH 7,0 em relacdo & solugdo de
referéncia. O efeito do pH no processo de quenching pode estar relacionada com
as formas existentes dos grupos na superficie do sensor e da distribuicdo de
espécies de Cr(VI) em solugdo. Como descrito por Chen et al. (2015), o Cr(VI) em
meio aquoso apresenta equilibrio pH dependente: 2CrOs% + 2H" 5 Cr,07% +
2H>0. Em meio &cido, o Cr(VI) existe predominantemente como dicromato, que
pode ter uma menor eficiéncia de quenching em relacdo ao cromato ao interagir
com o sensor. Desta maneira, o Cr(VI) na forma de Cr20+% ndo poderia diminuir a
intensidade de fluorescéncia eficientemente do sensor em meio mais &cido.

Considerando que ambos &nions (Cr.07%" e CrO4%) possuem a mesma carga, O
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dicromato por ser mais volumoso, apresenta uma densidade eletrénica menor que
0 cromato, tornando sua interacdo menos efetiva. Adicionalmente, em solucfes
alcalinas, os grupos funcionais contendo oxigénio do sensor estdo desprotonados,
levando ao aumento da carga negativa da superficie dos CDots. Esse efeito
desfavorece a interacdo entre o sensor e 0 cromato negativamente carregado. Como
resultado, a eficiéncia de quenching diminui com o aumento do valor de pH da

solucdo.

4.2.2 Avaliacéo do sistema tampéao

Uma vez definido pH 7 como condigéo 6tima se avaliou o efeito do tipo de tampéo
no sistema, sendo selecionados tampdo fosfato, Tris, PIPES e HEPES (Figura 7A). O
tampé&o Tris apresentou maior sensibilidade do que os outros sistemas (aumento de 16%)
avaliados. Este perfil decorre do fato de que em pH 7 o Tris pode auxiliar de forma mais
efetiva na interacdo do Cr(VI) com os CDots em compara¢do aos outros sistemas, visto
gue estaria com uma carga positiva, diferentemente dos outros tampdes (Figura 7B)

Figura 7. (A) Efeito do pH na florescéncia do CDots por diferentes concentragdes de Cr(VI). (B)
Estruturas moleculares dos sistemas tampé&o avaliados e seus respectivos valores de pKa (n = 3).
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Fonte: Autor, 2017.
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4.2.3 Avaliacdo da concentracéo do tampao.
A concentracdo de Tris no sistema foi avaliada de 5 a 80 mM (Figura 8), em que

se observou que a 60 mM (6 mM ap6s diluicdo) a sensibilidade foi méaxima. Valores
superiores levaram a reducdo da sensibilidade possivelmente devido ao bloqueio da

superficie do CDots impossibilitando uma interacdo mais efetiva com o Cr(VI).

Figura 8. Influéncia da concentracdo de tampéo Tris na sensibilidade do método a pH 7 (n = 3).
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Fonte: Autor, 2017.

4.2.4 Avaliacéo da concentracao do CDots
A concentragéo da solugdo de CDots foi avaliada na faixa de 0,09 a 0,53 mg L

(Figura 9), sendo observado sensibilidade analitica praticamente constante na faixa de

0,09 a 0,27 mg L do CDots, para valores superiores houve decréscimo de 35% na
sensibilidade, sendo necessario concentracdes maiores de Cr(VI) para suprimir a perda
de fluorescéncia do sistema. A concentracdo de 0,13 mg L™ foi selecionada devido a boa

linearidade, reprodutibilidade e economia do material sintetizado.
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Figura 9. Avaliacdo da concentracdo de CDots a pH 7 (n = 3).
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4.2.5 Avaliacdo da forca ibnica

A variacdo da forga ibnica no meio foi avaliada mediante a variacdo da
sensibilidade em fungéo da concentracdo de NaCl no meio reacional. De acordo com 0s
resultados apresentados na Figura 10, a forca i6nica ndo tem influéncia de forma efetiva,
visto que a mesma apresentou reducdo maxima da sensibilidade de somente 6%. Os
experimentos seguintes foram realizados na auséncia de NacCl, visto a varia¢do da forga
ibnica ndo levar a incremento da sensibilidade analitica do método.

Adicionalmente, este resultado é um indicativo que o processo de interagdo
eletrostatico entre o os CDots e o Cr(VI) tem pouca influéncia, levando a uma maior
participacdo de ligacGes de hidrogénio ou forcas de Van der Waals como interacGes

preferenciais.
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Figura 10. Avaliacdo da forca idnica no sistema CDots e Cr(VI) apH 7 (n = 3).
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Fonte: Autor, 2017.

4.2.6 Avaliacdo da cinética reacional

Apos as condicBes otimizadas, a estabilidade dos CDots e a cinética do processo
de quenching foi avaliada. A solugdo de CDots apresentou sinal praticamente constante,
com variacdo maxima de fluorescéncia de 7% em rela¢dao aos 60 min de avaliacao sob
irradiacdo constante (Figura 11A), mostrando boa estabilidade fotoluminescente. Para
cinética de interagao entre os CDots e o Cr(VI) observou-se que apos 20 min ocorreu
estabilizacao do sinal em relacdo a solucao de referéncia (Figura 11B) para diferentes

concentragdes de Cr(VI) avaliadas.
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Figura 11. Avaliacdo da cinética reacional para A) solucéo de referéncia do CDots; B) solucdes
de CDots contendo 2,5 e 10 mg L de Cr(V1).
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Fonte: Autor, 2017.

4.3 Avaliacéo do mecanismo de quenching e parametros termodinamicos.
4.3.1 Mecanismo de interagdo entre os CDots e Cr(VI)

Como mostrado na Figura 12A, o espectro de UV-vis do Cr(VI1) a pH 7 apresenta
bandas em 255, 351 e 436 nm. Os CDots exibem uma banda de absor¢do em 341 nm e
emissdo em 418 nm, quando excitados a 350 nm. Assim, ocorre sobreposic¢ao espectral
entre o espectro de absorcdo do Cr(VI) e ambos os espectros, de absorcéo e emissdo dos
CDots. Portanto, o Cr(VI) blinda parte da radiacdo para excitacdo dos CDots, como
também, absorve parcialmente a luz emitida pelos CDots, conduzido a um efeito de filtro
(inner filter effect) entre o Cr(VI) e o CDots, e consequentemente causando a mudanca
na intensidade de fluorescéncia (ZENG et al, 2013; HUANG et al, 2015).

Com base na Figura 12B percebeu-se que houve um deslocamento do maximo de
emissdo de 418 para 423 nm (red-shift) quando os CDots estdo na presenca dos ions
Cr(VI), sugerindo que o mecanismo de quenching ndo esta relacionado somente ao
processo do efeito de filtro, mas também ao estado fundamental das espécies envolvidas
(HUANG et al, 2015). Desta forma, o processo de quenching foi avaliado, visando se

obter maiores informacdes.
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Figura 12. A) Espectros de absorcdo UV-vis (1) Cr(VI) e (2) CDots, (3) o espectro de excitacdo
de CDots a Aem =418 nm e 0 espectro de emissdo (4) de CDots a dex = 350 nm. B) Fluorescéncia
normalizada de CDots na auséncia e presenca de Cr(\VI) a 10 mg L, respectivamente.
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Fonte: Autor, 2017.

Para a elucidacdo do tipo de quenching preferencial (dindmico ou estatico), a
magnitude do processo de interacdo entre os CDots e Cr(V1) e os respetivos parametros
termodindmicos foram avaliados através de experimentos em diferentes temperaturas. A
constante de Stern-Volmer (Ksv) e de ligagdo (Kb) foram calculadas de acordo com as
seguintes equagoes:

1= 14 K [Cr(VI)] Equaco (7

E

Iog{ oI, }: K, + nlog[Cr(V1)] Equagio (8)

I

onde lo e Ir sdo, respectivamente, as intensidade de fluorescéncia dos CDots na
auséncia e na presenca do Cr(VI), Ksv é a constante de Stern-Volmer, Ky € a
constante de ligacédo, n o numero de sitios de ligacdo (GU et al, 2015) e [Cr(VI)] é
a concentragdo molar de Cr(V1), variada de 19,2 - 181 uM (1 - 10 pg mL?). Com
base na (Tabela 1) percebe-se que ocorreu diminuicao dos valores de Ksy e K, em
funcdo do aumento da temperatura. Este resultado ¢ um indicativo que o processo de
quenching entre o CDots e Cr(VI) foi estatico, levando a formagdao de um complexo

supramolecular no estado fundamental (ZHANG et al, 2012). Pois, com a elevagdo da



51

temperatura, ocorre desfavorecimento da formagdo do complexo e por consequéncia,
redugdo dos valores das constantes. Caso o mecanismo de quenching fosse dinamico,
deveria se observar um aumento das constantes, devido a maior frequéncia de choques
efetivos entre o CDots e Cr(VI) no estado excitado (LAKOWICZ et al, 2006). Os
resultados obtidos corroboram com trabalhos que utilizaram Cr(VI) como quencher,
formando um complexo no estado fundamental (GU et al, 2015; UPAMALI et al, 2011).
Adicionalmente, o valor de Ky, da ordem de 10° L mol™! ¢ caracteristico de uma interacio
mediana, enquanto n ~1, se relaciona a um sitio de ligagdo preferencial entre os CDots e

o Cr(VI).

Tabela 1. Parametros de ligacdo do processo de interacdo entre CDots e Cr(VI).

Constante Stern-Volmer Parametros de ligagdo
Temperatura (°C) Ksv Kb
(10° L mol) ' (10% L mol) n '
23 (296 K) 1,92 +0,08 0,9943 459+0,02 1,11+0,06 0,9929
30 (303 K) 1,84 £ 0,07 0,9959 3,71+0,01 1,09+0,03 0,9979
38 (311 K) 1,69 £ 0,06 0,9967 222+0,01 1,02+0,03 0,9978

Fonte: Autor, 2017.

4.3.2 Avaliacdo dos parametros termodinamicos

Os parametros termodindmicos AH e AS relativos ao processo de interacdo CDots
e Cr(VI) foram obtidos a partir da equacdo de Van’t Hoff (Figura 13), sendo entéo
empregados para se calcular a energia livre de Gibbs (AG) a partir das equacdes 6 e 7,

respectivamente:

__AH[17, AS )
InK, = F{T} =y Equacéo (9)
AG = AH —TAS Equacéo (10)

onde Ky € a constante de equilibrio para uma determinada temperatura e R é a constante
universal dos gases (AHMED et al, 2015). No processo, AH = -37,26 kJ mol e AS = -
55,4 J mol?, percebendo-se que o fator entalpico foi mais influente que o fator entropico.
Em funcdo do AH < 0 e AS < 0 e empregando estudos baseados na interacdo entre
macromoléculas (proteinas e DNA) e ligantes pequenos, este padrdo termodinamico €
caracteristico de interacGes de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio no sistema
(HUANG, 2015).
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Esta interacdo pode ser confirmada avaliando o estudo da for¢a idnica no meio a
partir da variacdo da concentracdo de NaCl (Figura 10). Neste estudo a sensibilidade
analitica na auséncia de NaCl ndo apresentou diferenca significativa na presenca do sal
(0,1 a 0,3 mol L), indicando que as forgas eletrostaticas ndo sdo preferenciais, logo o
processo de interacdo entre o CDots e Cr(VI) tém por interacdes preferenciais ligacdes de

hidrogénio ou forcas de VVan der Waals.

Figura 13. Gréfico de Van't Hoff.
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Fonte: Autor, 2017.

4.4 Figuras de méritos

Adig0es crescente de Cr(V1) ao sistema contendo os CDots levaram a reducgéo da
intensidade de fluorescéncia devido a associacdo do efeito de filtro (inner filter effect) e
quenching estatico (Figura 14A), assim, as principais figuras de mérito do método

proposto foram estabelecidas a partir da curva analitica (Figura 14B).
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Figura 14. A) Espectros de fluorescéncia de CDtos na auséncia e presenca de diferentes

concentracdes de Cr(V1). B) Faixa linear (lo - I¢) / Ir vs Cr(VI) para0,1-12 yg mL* a pH 7.
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O método proposto apresentou faixa linear de 0,1 a 12 ug mL?, correspondente a
equacdo [(lo - Ir) / Ir] = 0,116x(£0,001)Ccrviy + 0,036x(+0,009) com coeficiente de
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correlacdo linear r =0,9992. O método mostrou-se preciso com RSD = 2,15 e 4,65% para

as concentragdes de Cr(VI) de 1 e 10 pg mL™:, respectivamente, e com limite de detecgdo

(LOD) de 0,03 pg mL™.

4.5 Ensaio de interferentes

A seletividade do método foi avaliada frente a 30 possiveis interferentes na

auséncia e presenca de Cr(VI) conforme (Figura 15), tendo como critério uma variacédo

méxima de +10% do sinal de fluorescéncia. Os interferentes foram selecionados em

virtude da presenca nas amostras de agua e solo.
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Figura 15. Avaliacédo da seletividade do método contra possiveis interferentes. A concentragdo de Cr(V1) foi de 5 pg mL* (90,5 uM) no ensaio. Valores de
concentracao limite de Cr(I11), Cu(ll), Ca(ll), Mg(I1), K(1), Zn(I1), Ni(l1), Cd(1l), Sn(ll), Sr(Il), acido citrico, fluoreto, EDTA, borato, silicato e iodato foram
1000 pM. Para Ba(ll) e Al(I11) foram 500 puM, enquanto Fe(Il) e Pb(Il) foram 100 uM e, finalmente, Fe(l11) foi 50 uM.
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As espécies que se mostram potenciais interferentes foram Pb(1l) e Ba(ll), possivelmente
devido a formacdo de sais de baixa solubilidade com os ions cromato, alem de Al(lII),
Fe(Il) e Fe(lll), sendo o ultimo o principal interferente do método devido a suas
propriedades paramagnéticas. Para eliminar ou minimizar a interferéncia destas espécies
as amostras antes da analise eram percoladas por uma coluna catidnica, retendo os cations,
e ndo interferindo na resposta do Cr(VI), o qual em pH 7 é preferencialmente CrO4> e
nao ficava retido na coluna. Por fim, 0 método proposto foi comparado a outros trabalhos
da literatura, e mostrou-se equivalente quanto a faixa linear de trabalho e seletividade
(Tabela 2). Além disto, o método baseado nos CDots apresenta LOD adequado para
deteccdo de Cr(VI) total, segundo a WHO, de 0,05 pg mL?, Agéncia de Protecio
Ambiental (EPA, USA), de 0,10 pug ml?, 4gua potavel e Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA, Brazil), de 0,05 e 1,1 ug mL™* para dgua potavel e dgua salobra,
respectivamente (WHO, 2011) (EPA, 2009) (CONAMA, 2005).



Tabela 2. Comparacgdo de métodos para a determinacéo de Cr(VI) com pontos quanticos de carbono e deteccéo por fluorescéncia.
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Faixa linear

LOD

Sensor Precusor Amostras pH (g mL") (g mLY) Principais interferentes Referéncia
Pontos quanticos de grafeno  Formulario comercial Agua 45 0,003 -26 0,0002 Fe(l1) Huang, 2015
Pontos quanticos de grafeno  CX-72 carbon black Agua 70 0,0003-3,12  1,04x10° Cr(111), Cd(11), Cu(ll), Co(ll) Chen, 2015
Pontos de carbono dopados PAN? and CoCl;, Agua e peixe -€ 0,26 - 6,51 0,06 Fe(l11) Zhang, 2017
Pontos a base de carbono CAP and NAC® Células 74  003-6,51 1,04x10°° - Liu, 2016
Pontos quanticos de grafeno  CA and NHj3 Agua 74 0,05-73 2,08x10°° Hg(ll) Cai, 2014
Ponto de carbono CA and DETA¢ Agua 6,0 0,005-2,60 - Fe(lll), MnO4 Zeng, 2013
CDots CA and glutathione Agua e solo 70 01-12 0,03 Fe(ll) Este trabalho

a]- (2-Piridilazo) -2-naftol / PCA = acido citrico / "NAC = N-acetil-L-cisteina / IDETA = meio de dietilenotriamina / etanol

Fonte: Autor, 2017.
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4.6 Estudo da reversibilidade do CDots

Como o Cr(VI) extingue a fluorescéncia do CDots, foi utilizado acido ascérbico,
o0 qual néo foi interferente no método (Figura 15) para reduzir o Cr(VI) ao Cr(ll1), e pela
seletividade do CDtos ao Cr(V1), esperava-se que a intensidade de fluorescéncia do CDtos
retornaria em diferentes ciclos de exposi¢do, indicando assim, a reversibilidade e
aplicacdo do CDtos como sonda fluorescente para determinacgao de Cr(V1). Desta forma,
a Figura 16 mostra o resultado da resposta analitica de CDots na presenca de Cr (VI) e
acido ascorbico.

No ciclo 0 tinha-se apenas o CDots (0,13 mg L), enquanto que, nos ciclos 1, 3,
5 e 7 se adicionou ao sistema Cr(V1) na concentragio de 96 uM (5 ug mL™?) e, nos ciclos
2, 4, 6 e 8 foram adicionadas concentra¢@es de acido ascorbico a 144 uM. A diferenga
nos valores de Cr(VI) e concentracao de acido ascorbico deveu-se ao numero de elétrons
necessarios para reduzir o Cr(\VI) ao Cr(lll) e a oxidacdo do &cido ascérbico reduzido
(CeO6Hs) ao acido ascorbico oxidado (CeOsHs). O processo de dilui¢do das solugdes foi
inferior a 5% em relacdo ao volume total. Assim, devido ao perfil obtido neste estudo,

pode-se inferir que o CDots € classificado como um nanosensor para Cr(V1).

Figura 16. Reversibilidade da resposta analitica de CDots na presenca de Cr(VI) e acido
ascorbico.
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4.7 Andlise das amostras reais

Para aplicar o método proposto, se determinou a concentracdo de Cr(VI) em
diferentes amostras de &gua e solo (Tabela 4). De acordo com os resultados pdde-se
quantificar Cr(VI) na amostra de agua salobra (0,28 ng mL™), sendo o valor encontrado
abaixo do limite preconizado pelo CONAMA para amostras desta natureza no Brasil
(CONAMA, 2015), as demais amostras de agua e solo apresentaram concentracéo de
Cr(VI) abaixo do limite de detecgéo.

O método proposto foi validado utilizando ensaio de recuperacao nas diferentes
amostras de agua e solo com trés niveis diferentes (2, 4 e 8 pg mL™) de concentracdo de
Cr(VI). Assim, foram avaliados quatro tipos diferentes de agua (salobra, doce, potavel e
agua da torneira) com valores de recuperagdo de 90 a 105% para Cr(VI). Em seguida, se
avaliou trés amostras de solo empregando Na,COs 0,1 mol L como solugio extratora
seletiva ao Cr(VI) (PANICHEYV et al., 2003). As amostras de solos foram caracterizadas
conforme esta apresentada na (Tabela 3), cabe ressaltar que apresentaram teor de matéria,
organica variando de 8% (solo de cultura de alface) a 52% (turfa), contudo este fator ndo
influenciou na resposta do método, que apresentou faixa de recuperagdo de 99,5 a 107%.

Por fim, 0 método mostrou-se exato em funcéo de recuperagdes quantitativas em
amostras de diferentes tipos, além de ser versatil, rapido e preciso, sendo viavel sua
aplicacdo em amostras ambientais. O resultado do ensaio de recuperacdo para amostras

de agua e solo estdo apresentados na (Tabela 4).

Tabela 3. Caracterizagdo das amostras de solos.

Parametros? SOIQ
Argiloso Cultura de alface  Turfa

Contetdo de matéria organica, (%) 12 8,0 52
K, mmol L1 1,6 1,3 3,9
Ca, mmol L 5,4 4,6 0,1
Mg, mmol L* 2,0 3,2 4,0
P, mmol L*! 6,0 7,0 2,0
Saturacdo bésica, % 24 22 3,0
Acidez potencial (H + Al), mmol L 24 28 216
Base total, mmol L 8,6 9,0 6,0
Capacidade de troca de cations, mmol L 129 118 222

! Procedimento experimental baseado em Raij, B., Andrade, J.C., Cantarella, H., Quaggio, J.A.; Analise quimica
para avaliacdo da fertilidade de solos tropicais, IAC: Campinas, SP, 2001.
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Tabela 4. Concentragdo de Cr(V1) adicionadas e quantificadas em amostras de &gua e solo pelo

método proposto para CDots (n = 3).

Cr(VI) (pg mL™)

Amostra de agua Tipo Adicionado _Recuperado Recuperagéo (%)
0,0 0,28 + 0,02 -
, 2,0 2,37 +0,12 104
1 agua salobra
4,0 4,21 +0,16 98
8,0 8,45+ 0,23 102
0,0 <LOD -
: 2,0 2,09 + 0,08 105
2 Agua doce 4,0 3,80 +0,10 95
8,0 8,16 + 0,19 102
0,0 <LOD -
: , 2,0 2,01 +0,02 101
3 Agua potavel 4,0 3,75 + 0,09 94
8,0 7,78 +0,21 97
0,0 <LOD -
i . 2,0 2,01 +0,07 101
4 Agua da torneira 40 360+ 0,11 90
8,0 8,01+0,23 101
_ Cr(VI & .
Amostra de solo Tipo A diciona((jo )(uRgeg(;:ui:)era 4o Recuperacao (%)
0,0 < LOD -
. 2,0 1,99 £ 0,05 99,5
1 Solo argiloso 40 408+ 0,09 102
8,0 7,95+0,15 99,5
0,0 <LOD -
. 2,0 2,12 +0,03 106
2 Cultivo de alface 4.0 4174012 104
8,0 8,61 + 0,27 107
0,0 <LOD -
2,0 2,05+ 0,06 102
3 turfa 4,0 4,29 +0,18 107
8,0 8,49 + 0,22 106

Fonte: Autor, 2017.
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5. Concluséao

O método de pirdlise se mostrou adequado para produzir CDots com intensa
luminescéncia, conforme mostra o elevado rendimento quantico de fotoluminescéncia
69%. Além disso, a emissdo dos CDots se mostrou dependente do comprimento de onda
de excitacdo, observando um deslocamento para o vermelho conforme se aumentou o
comprimento de onda de excitacdo, a qual € explicada pela heterogeneidade dos grupos
superficiais presentes nos CDots.

O tempo de vida na ordem de 10 ns tornam estes materiais com potenciais
aplicacOes tal como dispositivos eletronicos e opticos, além de sensores eco-amigaveis
para a deteccdo de ions Cr(VI). Neste caso, foi verificado que o mecanismo de interacao
entre os CDots e o Cr(VI) esta associado ao inner filter effect e quenching estatico
conjuntamente.

O método empregando os CDots como sensores fluorescentes foi otimizacao
quanto aos principais parametros analiticos, apresentando faixa linear de 0,10 a 12 ug
mL?, limite de deteccdo de 0,03 ng mL™ (pH 7), com recuperagdes de 90-105 e 99,5-
107% para amostras de aguas e solos, respetivamente.

Portanto, o método mostrou-se seletivo, sensivel, rapido e versatil para aplicacoes

em diferentes amostras ambientais de dgua e solo.
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7. Anexos

Tabela S1. Principais caracteristicas das vibracdes de grupos funcionais em superficie de CDots
no espectro infravermelho.

Posi¢do das bandas (cm™) Vibracéo caracteristicas *

~3500-3200 v O-H
3400-3000 v as N-H
2921 v C-H of CH3
1711 vC=0

1630 6 N-H

1400 vC-C

1138 v C-OH

ly = estiramento; s = simétrico; as = assimétrico; & = dobra

Tabela S2. Efeito do pH na fluorescéncia do CDots por diferentes concentragdes de Cr (V).

. . ) Faixa linear, (Fo-F)/[Fo=aC +b
Tipo do tampéo Sinal do branco mg L™ a(x100) b(x100) .
Fosfato 323 1-15 333+0,3 533+251 0,9815
Tris 336 1-10 435+0,1 -0,80+1,29 0,9945
Pipes 344 1-15 36,7+0,1 0,20+0,20 0,9993
Hepes 332 1-20 315+0,2 0,60+£2,00 0,9934

Fonte: Autor, 2017.

Tabela S3. Influéncia da concentragdo do tamp&o Tris na sensibilidade do método a pH 7 (n =
3).

Concentracdo Sinal do branco Faixa linear, (Fo-F)/[Fo=aC+b

(mM) mg L* a(x100)  b(x100) r
5 316 1-15 3,22+0,02 3,44+0,01 0,9939
10 301 1-125 3,16+£0,02 2,10+£1,34 0,9976
20 374 1-15 3,45+0,03 500+2,01 0,9926
40 364 1-15 3,41+£0,03 542+3,03 0,9818
60 378 1-125 4,14 +0,03 2,69+2,02 0,9938
80 345 1-15 3,82+0,01 0,85+0,10 0,9978

Fonte: Autor, 2017.



Tabela S4. Avaliacéo da concentracdo de CDots a pH 7 (n = 3).

CDots Sinal do branco Faixa linear, (Fo-F)/Fop=aC+b
(mg LY mg L a(x100) b(x100) r
0,53 506 1-15 2,67+0,03 3,22+3,13 0,9802
0,27 307 1-15 4,11+0,05 0,20+4,78 0,9915
0,18 222 1-15 393+0,02 1,14+192 0,9937
0,13 218 1-15 3,98+0,02 2,67+2,05 0,9905
0,11 206 1-15 3,91+0,03 4,88+256 0,9889
0,09 202 1-15 4,08+0,04 4,85+3,14 0,9923

Fonte: Autor, 2017.

Tabela S5. Avaliagéo da forga idnica no sistema CDots e Cr(VI) apH 7 (n = 3).

1 . Faixa linear, (Fo-F)/Fo=aC+Db
NaCl (mol L*)  Sinal do branco mg L™ a(x100) b(x100) :
0 351 1-15 4,04 +0,05 4,70+3,28 0,9917
0,1 339 1-15 3,87+£0,04 390+4,35 0,9864
0,2 326 1-15 3,92+0,03 325+2,04 0,9930
0,3 328 1-15 3,80+0,05 3,80+3,91 0,9884

Fonte: Autor, 2017.
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In this work were synthesized highly luminescent carbon dots for use as fluorescence sensor for Cr(VI).
Carbon dots (CDots) were prepared by pyrolysis of the mixture of molecular precursors as citric acid and
reduced glutathione. Pyrolysis revealed to be a simple procedure that afforded CDots with a
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and recoveries of 90-105% and 99.5-107% for samples of water and soil, respectively. Thus, the method
proved to be sensitive, fast and versatile for applications in different environmental samples.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Luminescent materials have been applied with great vigor in
several fields of research [1-4]. Carbon Dots (CDots) have been
considered a new star of luminescent materials, due to their
properties as chemical stability, water and organic solvents
solubility, resistance to photodegradation, biocompatibility and
low toxicity. Potential applications of these materials cover areas
such as bioimaging, photocatalysis, solar cells, LEDs and fluores-
cent sensors [1-7].

By definition, CDots are nanometer-sized particles composed of
a hybridized sp? carbon, functionalized with organic groups on
their surface. The surface of the CDots is usually composed of
organic functional groups containing carbon, oxygen, nitrogen and
sulfur atoms, such as: —COOH, —NH,, —OH and —SOsH, which
make them highly soluble and stable, from the point of view
colloidal solution, in water and polar organic solvents [1,8,9].

* Corresponding authors.
E-mail addresses: josue@iqgb.ufal.br (J.C.C. Santos), schiavon@ufsj.edu.br
(M.A. Schiavon).
1 These authors contributed equally to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.jphotochem.2017.06.047
1010-6030/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

However, the fundamental components in the constitution of
CDots are: carbon, hydrogen and oxygen. The amount of these
elements is distinct in the different CDots reported in the
literature, once the amount of each of these elements is dependent
on the starting material used in the synthesis, as well as the
synthetic route used [10-13].

The introduction of heteroatoms has been reported to adjust
the position of the bands of energy of the CDots, which affect the
quantumyield of photoluminescence (®y), generally increasing the
®; for samples containing heteroatoms [7,14-16]. Therefore, the
main reason that CDots have attracted great attention is due to
their emission properties. In the literature, there are reports of ®;
that varies from 3.8 to 88%, depending on the preparation method
and the precursor used [17-19].

The CDots can be used as fluorescent sensors due to the absence
of potentially toxic metallic species in their structure, water
solubility and photostability. The detection of metals with proven
toxicity, such as chromium, mercury and lead, is extremely
important due to the impacts they can cause to the environment
and the possible harm to human health [9]. The application of
CDots as fluorescent sensors includes the detection of Cu(ll), Fe(1II),
Pb(1II), Ag(I), Cr(VI) and Hg(Il), for example, by suppressing intrinsic
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fluorescence of the CDots in the presence of metal ions under
optimized conditions [20-25].

In particular, the chromium can be found with different
valences in nature, the most common valences of chromium are
Cr(II), Cr(IlI) and Cr(VI). The hexavalent chromium Cr(VI) has been
used in several applications in the electronic industry, such as:
cathode ray tubes, integrated circuit boards and shielding, as well
as in the of fabrication of dyes and pigments [26]. Cr(VI) causes
damage when ingested or inhaled by humans beings, and may even
cause tumors. The World Health Organization (WHO) limits
human intake of Cr(VI) to 0.05 wg mL~!, however, no studies have
been found to determine the minimum amount of Cr(VI) that can
cause disease when ingested [27,28].

Some works report the detection of Cr(VI) using CDots of
different manners. Yue Liu et al. [28] described the Cr(VI)
quantification in water samples using CDots prepared from candle
soot and polyethyleneimine as adsorbent material for Cr(VI). The
CDots proved their efficacy in Cr(VI) adsorption with a 30-fold
enrichment factor and a limit of detection (LOD) of 0.21 pugL™!
using FAAS (Flame Atomic Absorption Spectrometry) as the
detection system. Alternatively, Min Zheng et al. [19] described
elegantly the determination of Cr(VI) using CDots as fluorescent
sensors. The CDots were synthesized from the mixture of citric acid
and diethylenetriamine and presented intense blue luminescence
(P¢=88.6%). The CDots obtained presented to the linear range of
0.52-2600ngL~!, which meets the limits delimited by the WHO.
However, the source of nitrogen used (diethylenetriamine) to
produce N-CDots present high toxicity. Although, CDots have been
showed as versatile in different applications for Cr(VI) determina-
tion, the development of sensor systems with high recognition
capacity from simple constituents is a current trend. Therefore, the
use of glutathione, a non-toxic compound as source of N and S for
the production of doped CDots is strategic because it can produce
nanomaterials with high luminescent properties, water solubility
and selectivity [13].

So far, a variety of procedures and precursors have been used in
the preparation of CDots [7,17,29]. Such synthetic variations can
generate different nanomaterials, but it is now known that the
fluorescence properties of the CDots are directly bound to the
starting material and the functional groups incorporated in its
surface as well, which makes normalization and the creation of an
effective mechanism in the development of analytical sensors
based on CDots. Thus, the objective of this work is the preparation
of CDots doped with N and S by pyrolysis in an inert atmosphere
using citric acid and reduced glutathione, its characterization and
analytical application as selective fluorescent sensor in the
determination of Cr(VI), a toxic chromium specie, in environmen-
tal water and soil samples is reported.

2. Experimental
2.1. Reagents and solutions

For all the experiments it were used analytical grade reagents
with analytical purity and type II water (electrical conductivity
lower than 1 wScm™!) was used during the process of synthesis
and quantification of Cr(VI). The reagents used in the synthesis of
CDots were reduced L-glutathione (Sigma Aldrich, C;oH{7N304S,
98%), anhydrous citric acid (Vetec, CgHgO-, 99.5%). The reagents
used were not subjected to any purification procedure. Stock
solution of Cr(VI) 100 g mL~! was prepared by dissolving 2.81 mg
of K;Cr,0; (Merck), pre-dried at 120°C, in 10 mL of water. The
working solutions were prepared from dilutions of the stock
solution. The Britton-Robinson buffer for pH range 2 to 10
consisted in the mixture of H3BO3; (Merck), H3PO4 (Sigma Aldrich)
and acetic acid (Sigma Aldrich), all of them at 0.04molL~. The

final pH was adjusted with NaOH or HCI 1 mol L™, Tris-HCI (Vetec),
HEPES (Sigma Aldrich) and PIPES (Sigma Aldrich) buffers were
used in the evaluation of different buffer systems. Solution
0.1 molL~" of Na,CO; (Merck) was used for selective extraction
of Cr(VI) from soil samples. In the analysis of possible interferents,
all the reagents used were analytical grade of purity.

2.2. Synthesis of carbon dots

For the preparation of CDots the following methodology was
used: 1.5g of citric acid and 0.5 g of reduced L-glutathione were
weighed. After weighing, the solids were mixed until they formed a
homogeneous mixture. After that, the mixture was placed in a
tubular alumina furnace for the heating treatment, at a rate of
10°Cmin~! and annealed for 120min at 270°C in inert atmo-
sphere. Following, the product was triturated to a finely powder,
which was transferred to a beaker with 100 mL of water. The
mixture was placed in an ultrasonic bath for 30 min in order to
extract the nanoparticles, since after the pyrolysis they may be
adsorbed in the coal formed. Then, it was kept under magnetic
stirring and heating for 30 min, at 100°C, to aid the extraction
process of the CDots. Finally, the system was centrifuged at
3600 rpm for 15 min and filtered through PVDF membrane with
0.22 pm pores (Micropore), discarding the precipitate.

2.3. Characterization of CDots

Absorption spectra were recorded on a dual beam spectropho-
tometer with a photomultiplier tube type detector (UV-2550,
Shimadzu). The measurements were carried out in the region of
200 to 900 nm, using water as the reference in a 10 mm optical
pathway quartz cells (Hellma). The emission spectra were obtained
on a spectrofluorimeter (RF-5301PC, Shimadzu). Spectra were
recorded in the range of 330 to 650 nm in 10 mm optical pathway
quartz cells. A 150 W xenon lamp was used as the excitation source,
with slits of 3 nm for emission and 3 nm for excitation. The spectra
in the infrared region were obtained on a Fourier transform
infrared spectrometer (Spectrum GX, Perkin Elmer). Spectra were
recorded in the region of 4000 to 400 cm ™!, with a resolution of
4cm~! and accumulation of 64 spectra. Samples were dispersed in
KBr and pelleted using a hydraulic press using 10 tons of
compacting pressure. The CDots samples were characterized in
a microscope TEM-FEG (JEM 2100) operating at 200 kV. Samples
were prepared by adding one drop of the CDots suspension onto a
300 mesh copper grid with Holey Carbon and an ultrathin layer of
carbon. The samples were analyzed by X-ray diffraction (XRD)
using X-ray diffraction (XRD 6000, Shimadzu), using a radiation of
Cu ka (A =1.5418 A), with 0.02° scan, between 10 and 80° (26).

For determination of photoluminescence quantum yield (Py)
solutions of a standard dye and a suspension of CDots were
prepared, and measured at 355nm. The integrated area of
photoluminescence vs. absorbance intensity graph was obtained.
The angular coefficient of the graphs obtained was used to
determine the values of quantum yields according to Eq. (1).

2
Py = sr (e ) (“—;) )
Mst/ \ N5
In this case, the subscripts S and ST represent the sample and
the standard dye, respectively. The term m corresponds to the
angular coefficient obtained from the linear regression of the
integrated fluorescence intensity vs absorbance graph and,  is the
refractive index of the solution of the test sample and standard
substance. The standard substance used to determine ®; must
exhibit emission and absorption in a region similar to that of the
sample for which this parameter is desired. For this reason, quinine



504 R. Vaz et al./Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 346 (2017) 502-511

sulfate was used as the standard substance (®¢=54%) to determine
& of the CDots.

Life-time decay curves help characterize the different emission
centers of nanomaterials. Measurements of life-time decay were
obtained using a Horiba (Fluorolog-3 Jobin-Yvon) spectrofluorim-
eter. Excitation was performed using a pulsed nanoled with
excitation wavelength of 341 nm. All curves were obtained at room
temperature. The life-time curve in the excited state was best
adjusted with a mono exponential curve represented by Eq. (2).

I(t) =Ipexp (%) (2)

2.4. Determination of Cr(VI) using CDots

In the standard procedure, 100 L of a 0.13mgL~' CDots
solution and 100 L of the Tris 60 mmol L~! buffer (pH 7) were
mixed with increasing volumes of the stock solution of the analyte
to yield final Cr(VI) concentrations range 0.10-12 pugmL~' (1.92-
230 wmol L~1). Then, water was added to 1.0 mL, and kept 20 min
at room temperature before the spectrofluorimetric measure-
ments (Aex=350nm). The maximum fluorescence intensity
obtained at 418 nm was used for the quantification of Cr(VI).
These procedures were applied in the all steps of this work. For
analytical parameters optimization, the slope of calibration curve
was used based on Eq. (3):

lo—Ir
{ I = aCeryiyt+b (3)
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where Iy and I correspond to the initial fluorescence intensity of
the CDots and after addition of Cr(VI), respectively, and Ccvy is the
concentration of chromium (g mL™!). The analytical sensitivity
(slope) and the linear coefficient are represented by a and b,
respectively. All analytical curves presented a minimum of five
points with measurements in triplicate (n=3). The limits of
detection (LOD, 30) was calculated according to the following
equation: LOD = Cpjank + 3 sb/ac, where Cpjank corresponds to Cr(VI)
concentration related to the blank signal, sb corresponds to the
standard deviation of the analytical blank solution (n=10), while
ac corresponds to the calibration slope of the employed analytical
curve. The relative standard deviation (RSD) was calculated
according to the equation: RSD=(sp/xp)x100, where sp is the
standard deviation, while xp is the average for a given analytical
standard (n=10) [30].

2.5. Preparation of water and soil samples

The proposed method was used for the quantification of Cr(VI)
in water and soil samples. Four different water samples were used
for quantification and evaluation of Cr(VI) recovery, including
brackish water from the Mundad-Manguaba estuarine complex
(9°35'24"S 35°47'26"W) and freshwater from the Catolé River
(9°3524"S 35°47'26"W 341°N), both at Maceié city (Alagoas,
Brazil), as well as commercial mineral water. The water samples
were filtered with 0.45pm membrane (cellulose esters) and
percolated through a Dowex® 50-X8 ion exchange column (10 cm
long, id=5mm, containing 2.5¢g resin) for removal of possible
interferents. Samples of argisol, lettuce and peat culture soil were
characterized (Table S1, Supplementary material) and evaluated
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Fig. 1. (A) UV-vis spectrum of CDots derived from citric acid with and glutathione, obtained by pyrolysis at 270°C; (B) Photoluminescence spectra of the CDots excited at
different wavelengths (inset: solution of CDots irradiated at 365 nm); (C) Integrated area of photoluminescence as a function of the absorbance to calculate the quantum yield
of photoluminescence of CDots. The lower slope curve corresponds to the standard dye curve (quinine sulphate in 54% yield); (D) Decay curve of the excited state lifetime for

the sample of CDots.
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for concentration and Cr(VI) recovery assay. For selective Cr(VI)
extraction of the soil samples, it was followed a procedure
described by Panichev et al. [31].

3. Results and discussions
3.1. Characterization of CDots

Fig. 1A shows the absorption spectrum in the visible ultraviolet
region of the CDots. The material presented wide absorption in the
ultraviolet range extending to the visible of the electromagnetic
spectrum with two bands characteristic of the CDots reported in
the literature, the first band located at 341 nm refers to transitions
of type n — 7™ of carboxylic groups C—O and C=0 present in the
nanoparticles as observed in infrared spectroscopy. The other
transition band is located at 240nm, and it is associated with
transitions of type m — 7*, corresponding to sp>-type carbon
bonds present in CDots [32-34].

Fig. 1B shows CDots emission spectra excited at different
wavelengths. It was observed that the samples present the
maximum emission band in the blue region of the electromagnetic
spectrum, being possible to observe the displacement of the bands
to the red with the increase of the excitation wavelength. This
displacement has been assigned in literature due to the
heterogeneity of organic groups on the surface of the CDots
[32]. These groups generate intermediate states between the
HOMO and LUMO orbitals of the CDots, allowing emission over a
wider range of the electromagnetic spectrum. CDots prepared from
citric acid and glutathione exhibit their highest emission intensity
when excited at 370nm [29,32]. The dispersion of the CDots
exhibits colloidal stability in aqueous medium and are translucent
when not under irradiation of light. The irradiation of ultraviolet
light and the emission of blue color is the first evidence of
formation of CDots as shown in the inset of Fig. 1B, when irradiated
at 365 nm.

Fig. 1Cdisplays the decay curve of the excited state of the CDots,
the curve was adjusted in a mono-exponential decay. The lifetime
of the CDots was 7 =14.58 ns. The mono-exponential decay may be
related to the doping of the CDots with nitrogen atoms present in
the glutathione molecule, which provides additional energy levels

to the CDots [35,36]. Due to the short lifetime and the rapid
electron transfer, the CDots have potential to be used in electronic,
electrochemical, electrochemiluminescence and photolumines-
cence (PL) sensors [37].

Fig. 1D shows the curves corresponding to the calculation of the
quantum yield of photoluminescence. The CDots incorporated
with glutathione present ®¢ of 69.4%. The high value of ®; can be
attributed to the introduction of new intermediate states of energy,
caused by the nitrogen and sulfur atoms in the material, which
were derived from the precursor glutathione [35,36]. This high
value of ®¢ suggests that the inert atmosphere pyrolysis method is
effective in the production of CDots, besides being simple and
cheap [29].

Results based on CDots containing only C, O and H often lead to
low photoluminescence quantum yields. For example, Y. Dong
et al. [33] prepared CDots by carbonization of the citric acid
precursor, with a size of 15 nm, which were classified according to
their degree of carbonization. Full carbonization CDots exhibit
excitation wavelength dependent emission, shifting the maxi-
mum emission with increasing incident radiation, with a ®; of
9.0%. CDots that underwent incomplete carbonization exhibit
emission independent of the excitation wavelength, the calculat-
ed P¢value was 2.2%. Sahu et al. [34], described the preparation of
CDots using orange juice as a precursor, a non-toxicity and easily
accessible material, via a simple hydrothermal route. The CDots
containing functional groups such as C—OH, C—C, C=0 and C—H
on their surface exhibit luminescence depending of the excitation
wavelength, and the author attributed the emission to defects
created in the structure generated by the functional groups. The
®d¢ was 26%, one of the highest values found for CDots with low
COSt precursors.

The incorporation of glutathione in citric acid had already been
reported in the literature since it generated CDots with ®¢ of 80.3%,
via hydrothermal route. According to Zhuo et al. the CDots
prepared from citric acid and glutathione by this route have
independent emission with the excitation wavelength. This
difference compared to those prepared via pyrolysis, such as
those of this work, which have emission dependency on the
excitation wavelength, may be related to the preparation route,
since pyrolysis uses a higher temperatures [35], while the
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Fig. 2. (A) TEM image of CDots obtained by pyrolysis in an inert atmosphere at 270°C. (B) Histogram of size distributions of CDots.
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hydrothermal route is softer, it is able to produce CDots with better
surface homogeneity [32].

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was used to
characterize the Cdots, in order to obtain information about the
functional groups remaining in the nanoparticles. Fig. S1 (Supple-
mentary material) shows the FTIR spectrum of the CDots. The
synthesized material has a hydroxyl vibration band between 3500
and 3200cm™'. The symmetric carbonyl stretching at 1711 cm™!,
together with the hydroxyl and carboxyl stretches leads to the
conclusion that the nanoparticle has the carboxylic acid group on
its surface. The CDots exhibit asymmetric N—H stretching

vibrations at approximately between 3400 and 3000cm™' and
folding of N—H at 1630cm™'. These vibrations are typical of
glutathione-derived amine groups, where it was possible to
observe that sensitization was effective, and such clusters could
improve ®; of Cdots. The vibrations of C—H and C—C can be
observed at 2921 and 1400cm™ !, respectively. All bands were
assigned according to the reference [38] and similar papers [33-

35]. The main vibrations and their respective transmittances are

shown in Table S2.

Fig. 2A shows the transmission electron microscopy (TEM)
micrographs of CDots. It is possible to observe that the nano-
particles have quasi-spherical morphology, as already reported by
other authors [3,9,17] in addition, a histogram with particle size
distribution is shown in Fig. 2B in which it is possible to verify that

the mean size of the nanoparticles is 2.5 nm, with dispersion sizes
ranging from 1.75 to 4.75 nm. It was observed that the samples
presented a typical non-crystalline behavior, since high resolution
images could not be obtained. In addition, the diffraction of
electrons did not indicate the presence of crystallographic planes.
The absence of crystallinity of the nanoparticles was also
confirmed by XRD (Fig. S2), since no crystalline plane diffraction
peaks were observed, thus corroborating with TEM results. Fig. S2
shows the XRD analyzes of the precursors and the obtained CDots.
It is possible to observe that the precursors of citric acid and
reduced glutathione exhibit high crystallinity, unlike the pyrolysis-
prepared CDots which have a typically non-crystalline pattern,
with a typical halo of amorphous carbonaceous materials centered
at 20=22° [3,9,34]. One possible explanation for the lack of
crystallinity is that the precursors when subjected to heating
degrade incompletely forming the fluorescent nanoparticles,
without organized arrangements of long order.

3.2. Optimization of analytical parameters

CDots produced in aqueous medium exhibit fluorescence
emission in blue (Ae;;=418nm), and in the presence of Cr(VI)
are rapidly quenched (Fig. 3A). In order to efficiently explore the
CDots produced as fluorescent probe for determination of Cr(VI)

some analytical parameters were optimized.
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Fig. 3. (A) Cr(VI) determination principle exploring CDots fluorescence probe. (B) pH effect in the CDots quenching by different Cr(VI) concentrations. (C) Buffer type

evaluation at pH 7 (n=3). (D) Influence of Tris buffer concentration in the method sensitivity at pH 7 (n=3).
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The evaluation of the pH of the medium is an important
parameter for the optimization of the method, as it can influence
the fluorescence intensity, the efficiency of the quenching process
and the distribution of the Cr(VI) species. Initially, the pH of the
system was evaluated using the Britton-Robinson buffer (pH 2-10)
(Fig. 3B).

As a function of the obtained profile, the greatest variation of
the signal using different concentrations of Cr(VI) was observed at
pH 7.0 in relation to the reference solution. The effect of pH on the
quenching process may be related to the existing forms of the
groups (acid-base equilibrium) on the surface of the sensor and
the distribution of Cr(VI) species in solution [39]. Cr(VI) in
aqueous medium shows pH dependent equilibrium: 2Cr0,2~ +2
H*= Cr,0,%" +2H,0. In an acid medium, Cr(VI) exists predomi-
nantly as dichromate, which may have a lower quenching
efficiency than chromate when interacting with the sensor. In
this way, Cr(VI) in the form of Cr,0,2~ could not decrease the
fluorescence intensity efficiently of the sensor in acid medium.
Considering that both anions (CrO42~ and Cr,0,?") have the same
charge (-2), the dichromate has a higher molar volume, and
therefore, has lower electron density than the chromate, thus
having a less effective interaction with the CDots. Additionally, in
alkaline solutions, the oxygen-containing functional groups of the
sensor are deprotonated, leading to an increase in the negative
charge of the CDots surface. This effect disfavors the interaction
between the sensor and the negatively charged chromate. As a
result, the quenching efficiency decreases with increasing of
solution pH.

Once pH 7 was defined as the optimal condition, the effect of
the type of buffer in the system was evaluated, using phosphate,
Tris, PIPES and HEPES buffers (Fig. 3C). Tris buffer presented higher
sensitivity than the other systems evaluated (increase of 27.6%
related HEPES buffer). This profile is due to the fact that at pH 7, Tris
can more effectively aid in the interaction of Cr(VI) with CDots
compared to other systems, since it would be positively charged,
unlike other buffers. The concentration of Tris in the system was
evaluated from 5 to 80 mM (Fig. 3D), where it was observed that at
60 mM (6 mM after dilution) the sensitivity was maximal. Higher
values led to a reduction in sensitivity possibly due to the blockage
of the CDots surface, making it impossible to interact more
effectively with Cr(VI).
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Then, the concentration of the CDots solution was evaluated in
the range of 0.09 to 0.53 mg L~! (Fig. S3), with analytical sensitivity
practically constant in the range of 0.09 to 0.27 mg L~ of the CDots,
for higher values there was a sensitivity decrease of 35%, and
higher concentrations of Cr(VI) were required to suppress system
fluorescence. The concentration of 0.13mgL~' was selected
because of the good linearity, reproducibility and economy of
the synthesized material.

After the optimized conditions, the stability of the CDots and
the kinetics of the quenching process was evaluated. The solution
of CDots showed almost constant signal, with maximum fluores-
cence variation of 7% over the 60 min of evaluation under constant
irradiation (Fig. S4A), showing good photoluminescent stability.
For the interaction kinetics between the CDots and the Cr(VI), it
was observed that after 20 min the signal stabilization with respect
to the reference solution (Fig. S4B) for different concentrations of
Cr(VI) evaluated.

3.3. Mechanism of interaction between CDots and Cr(VI)

As shown in Fig. 4A, the UV-vis spectrum of Cr(VI) at pH 7
shows bands at 255, 351 and 436nm. The CDots exhibit an
absorption band at 341 nm and emission at 418 nm when excited at
350 nm. Thus, spectral overlap occurs between the absorption
spectrum of Cr(VI) with both absorption and emission spectra of
the CDots. Therefore, Cr(VI) shields part of the radiation for the
excitation of the CDots, as well as partially absorbs the light
emitted by the CDots, leading to the inner filter effect between the
Cr(VI) and the CDots, and consequently causing the change in the
intensity of fluorescence [19,40].

Based on Fig. 4B it was observed that there was a maximum
emission shift from 418 to 423 nm (red-shift) when CDots are in
the presence of Cr(VI) ions, suggesting that the quenching
mechanism is not related only to inner filter effect process, but
also to the fundamental state of the species involved [40]. In this
way, the quenching process was evaluated, in order to obtain more
information.

For the elucidation of the preferential quenching type (dynamic
or static), magnitude of the interaction process, and the
thermodynamic parameters associated with the interaction
between CDots and Cr(VI), interaction experiments at different
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Fig. 4. (A) UV-vis absorption spectra of (1) Cr(VI) and (2) CDots, (3) the excitation spectrum of CDots at Ay, =418 nm and the (4) emission spectrum of CDots at Aex =350 nm.
(B) Normalized fluorescence of CDots in the absence and presence of Cr(VI) at 10 wg mL™", respectively.
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temperatures were performed. The Stern-Volmer (Ksy) and
binding constant (K;,) were calculated according to the following
equations:

i—(’:l n st[Cr(VI)]ori—ozl + KqTo[Cr(VI)] 4)
F F

log {[";F 'F} =Ky +nlog[Cr(VI)] (5)
where Iy and I are the fluorescence intensities of the CDots in the
absence and presence of Cr(VI), respectively, K, is the bimolecular
diffusion quenching rate constant (2.0 x 10'°Lmol 's 1), 7q is the
average lifetime (estimated in 10~8s), and Ky is the Stern-Volmer
quenching constant. Ky, is the binding constant, n is the number of
binding sites and [Cr(VI)] is the molar concentration of Cr(VI),
varied from 19.2-181 uM (1-9.4 pg mL™1) [41,42].

Based on data presented in Table 1, it can be seen that the values
of Ksy and K, decreased as a function of the increase in
temperature. This result is indicative that the quenching process
between CDots and Cr(VI) was static, leading to the formation of
non-fluorescence supramolecular complex in the ground state
[43]. With the elevation of the temperature, there is a disadvantage
of the formation of the complex, and consequently a reduction of
the values of the constants. If the quenching mechanism was
dynamic, an increase in the constants should be observed, due to
the higher frequency of effective collisions between CDots and Cr
(VI) in the excited state [44]. Additionally, when the K is less than
2.0 x 10" L mol~'s~! dynamic quenching occurs, while higher K,
values are indicative of a static quenching mechanism [41,44]. The
Kq values estimated in this study (Table 1) varied from 1.69 to
1.92 x 10" Lmol~' s}, and thus, the interaction processes of Cr(VI)
with CDots occurred through static quenching.

The results obtained corroborate with previous works that used
Cr(VI) as quencher, forming a complex in the ground state [42,45].
In addition, the K, value of the order of 10 Lmol ! is characteristic
of a median interaction, while n~ 1, is related to a preferential
binding site between CDots and Cr(VI).

The thermodynamic parameters AH and AS related to the
interaction process CDots and Cr(VI) were obtained from the Van't
Hoff equation (Fig. S5A), and were used to calculate the Gibbs free
energy (AG) from Egs. (6) and (7), respectively:

AH [1] AS
AG=AH+AS (7)

where K, is the equilibrium constant for a certain temperature T,
and R is the universal gas constant [46].

In the evaluated process AH=—-37.26kjmol ' and AS=-55.4
Jmol~!, it was observed that the enthalpy factor was more
influential than the entropic factor. As a function of AH <0 and
AS <0, and using studies based on the interaction between
macromolecules (proteins and DNA) and small ligands, this
thermodynamic pattern is characteristic of Van der Waals

Table 1
Binding parameters of interaction process between CDots and Cr(VI).

interactions and hydrogen bonds in the system [47]. To confirm
this type of interaction, the influence of the ionic force on the
medium was evaluated with addition of NaCl at different
concentrations (Fig. S5B). In this study, the analytical sensitivity
in the absence of NaCl did not show a significant difference in the
presence of the salt (0.1 to 0.3 mol L™!), indicating that electrostatic
forces are not preferred, so the interaction process between CDots
and Cr(VI) by preferential interactions hydrogen bonds or Van der
Waals forces.

3.4. Figures of merits and interferences

Increasing additions of Cr(VI) to the system containing the
CDots led to the reduction of fluorescence intensity due to the
association of inner filter effect and static quenching (Fig. 5A), thus,
the main merit figures of the proposed method were established
from the analytical curve (Fig. 5B).

The proposed method presented a linear range of 0.1 to
12ugmL~' corresponding to the equation [(Ip—If)/Iz]=0.116
(£0.001)Ccreviy+0.036(+£0.008), and linear correlation coefficient
r=0.9992. The method was accurate with RSD=2.15 and 4.65% for
Cr(VI) concentrations of 1 and 10 g mL~, respectively, and with a
limit of detection (LOD) of 0.03 pgmL™".

The selectivity of the method was evaluated against 30 possible
interferences in the absence and presence of Cr(VI) according to
Fig. 6, with a maximum variation of +-10% of the fluorescence signal
as the criterion. Interferences were selected due to the presence of
water and soil samples.

The species that showed potential interferences were Pb(II) and
Ba(ll) due to the formation of salts of low solubility with the
chromate ions, in addition to AI(III), Fe(Il) and Fe(lll), in which the
last one was the main interferent of the method due to its
paramagnetic properties. To eliminate or minimize the interfer-
ence of these species, before the analysis the samples were passed
through a cationic column, retaining the cations, and not
interfering in the Cr(VI) response, which at pH 7 present
preferentially CrO42~, and was not retained in the column. The
proposed method was compared to other studies in the literature,
and shown to be equivalent for the analytical linear range of
concentration and selectivity (Table 3S). In addition, the CDots-
based method shows adequate LOD for detection of total Cr(VI)
according to WHO of 0.05ugmL~', Environmental Protection
Agency (EPA, USA) of 0.10 g mL~! for drinking water, and National
Environment (CONAMA, Brazil) of 0.05 and 1.1ugmL™! for
drinking water and brackish water, respectively [27,48,49]. Finally,
the CDots showed a reversible response to Cr(VI) after addition of a
reducing agent (ascorbic acid), which is capable of reducing Cr(VI)
to Cr(Ill) and restoring the original fluorescence signal (Fig. 6S). The
process was evaluated by several cycles with successive additions
of Cr(VI) and ascorbic acid, respectively, indicating the possibility
of the nanosensor being reusable.

3.5. Analysis of real samples

In order to validate the proposed method, the concentration of
Cr(VI) in different water and soil samples was determined (Table 2).

Temperature (°C) Stern-Volmer parameters

Binding parameters

Ksv (10°Lmol 1) r Kq (10" Lmol's™1) Ky (10°Lmol 1) n T
23 (296 K) 1.92+0.08 0.9943 1.92 4.59+0.02 111 +0.06 0.9929
30 (303K) 1.84+0.07 0.9959 1.84 3.71+0.01 1.09+0.03 0.9979
38 (311K) 1.69 +0.06 0.9967 1.69 2.22+0.01 1.02+0.03 0.9978
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Fig. 5. (A) CDots (0.13 mg L) fluorescence spectra in the absence and presence of different Cr(VI) concentrations. (B) Linear plot of (I — Ir)/I¢ vs Cr(VI) concentration to 0.1-

12pgmL~" at pH 7.
According to the results, it was possible to quantify Cr(VI) in the
brackish water sample (0.28 wg mL™'), the value found below the
limit recommended by CONAMA for samples of this nature in
Brazil [49]. The other water and soil samples showed Cr(VI)
concentration below the limit of detection.

The proposed method was validated using a recovery assay in
the different water and soil samples with three different levels (2, 4
and 8 wg mL™!) of Cr(VI) concentration. Thus, four different types

of water (brackish, fresh, drinking and tap water) with recovery
values of 90 to 105% for Cr(VI) were evaluated. Then, three soil
samples were evaluated using Na,COs 0.1 mol L~! as the selective
Cr(VI) extraction solution [31]. Soil samples showed organic
matter content ranging from 8% (lettuce culture soil) to 52% (peat),
but this factor did not influence the response of the method, which
presented a recovery range of 99.5 to 107%. Finally, the method
proved to be accurate as a function of quantitative recoveries in
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Fig. 6. Evaluation of method selectivity against possible interferents. Cr(VI) concentration was 5 pg mL™' (96.1 M) in the assay. Limit concentration values of Cr(III), Cu(II),
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K(T), Zn(II), Ni(11), Co(II), Mn(1II), Hg(II), Cd(II), Sn(II), Sr(1I), citric acid, fluoride, EDTA, borate, silicate and iodate were 1000 M. To Ba(II) and Al(IIT) were 500 M,

Fe(II) and Pb(II) were 100 wM, and Fe(III) was 50 wM. To sulphate, nitrate and acetate were 1000 M, ascorbic acid was 500 pM and finally, Na(I) and chloride were 300 mM.
The results are expressed after treatment with cationic column for the main interferents and CDots concentration used was 0.13mgL™".
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Table 2
Concentration of spiked Cr(VI) in water and soil samples quantified by the CDots
(0.13mgL ') fluorescence proposed method (n=3).

Water sample Type Cr(VI) (ngmL™1) Recovery (%)

added recovered
1 brackish water 0.0 0.28 +0.02 -
2.0 2.374+0.12 104
4.0 4.21+0.16 98
8.0 8.45+0.23 102
2 fresh water 0.0 <LOD -
2.0 2.09 +£0.08 105
4.0 3.80+£0.10 95
8.0 8.16+£0.19 102
3 drinking water 0.0 <LOD -
2.0 2.01+0.02 101
4.0 3.75+0.09 94
8.0 7.78 £0.21 97
4 tap water 0.0 <LOD -
2.0 2.01+0.07 101
4.0 3.60 £0.11 90
8.0 8.01+0.23 101

Soil sample Type Cr(VI) (ngg™) Recovery (%)

added recovered

1 clayey soil 0.0 <LOD -
2.0 1.99+0.05 99.5
4.0 4,08 +0.09 102
8.0 7.95+0.15 99.5

2 lettuce cultivation 0.0 <LOD -
2.0 2.12+0.03 106
4.0 4.17 £0.12 104
8.0 8.61+0.27 107

3 peat 0.0 <LOD -
2.0 2.0540.06 102
4.0 4.29+0.18 107
8.0 8.49+0.22 106

samples of different types, besides being versatile, fast and precise,
being feasible its application in environmental samples.

4. Conclusions

The pyrolysis method proved to be adequate to produce CDots
with intense luminescence, as shown by the high photolumines-
cence quantum yield of 69%. In addition, the emission of the CDots
was shown to be dependent on the excitation wavelength,
observing a red shift as the excitation wavelength increased,
which is explained by the heterogeneity of the surface groups
present in the CDots. The lifetimes of the order of 10 ns make these
materials with potential applications such as electronic and optical
devices, as well as eco-friendly sensors for the detection of Cr(VI)
ions. In this case, it was verified that the mechanism of interaction
between CDots and Cr (V1) is associated with both inner filter effect
and static quenching. The method employed the CDots as
fluorescent sensors was optimized in relation to the main
analytical parameters, presenting a linear range from 0.10 to
12 wgmL~!, limit of detection of 0.03 wgmL~!' (pH 7), with
recoveries of 90-105% and 99.5-107% for water and soil samples,
respectively. Therefore, the method was selective, sensitive, fast
and versatile for applications in different environmental samples.
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Resumo

Este trabalho trata da aplicagéo de pontos quanticos (quantum dots, QDs) de ZnS como
sondas fluorescentes para determinacdo de timerosal em amostras de vacinas. Os QDs
foram sintetizados a partir de solucdo de sulfeto de sédio com acetado de zinco usando
como agente ligante de superficie a N-acetil-cisteina. O nanomaterial sintetizado
apresentou Aex = 290 nm e Aem = 440 nm. Empregando a técnica de dispersdo de luz
dindmica (DLS) se estimou o diametro médio em solucdo do material sintetizado em 4,89
nm. ApOs obtencdo e caracterizacdo do nanomaterial, foi realizada a otimizacdo dos
parametros analiticos, onde observou-se que em pH 7, utilizando tampdo &cido
citrico/fosfato, foi obtida a melhor resposta para interacdo do QDs de ZnS com timerosal.
Os QDs apresentaram fotoestabilidade e a cinética de interacdo com timerosal foi
imediata. Na avaliagdo do mecanismo de quenching se observou que, com aumento da
temperatura, ocorreu diminuigdo os valores de Ksv e Kb, indicando que o mecanismo
preferencial de quenching é estatico e que a diminuicdo da fluorescéncia ocorre por um
processo de transferéncia de energia. Com base nos parametros termodindmicos, a
interacdo do QDs de ZnS com timerosal € um processo espontaneo, exotérmico e que o
valor negativo da entropia pode ser resultado do acumulo de timerosal na superficie dos
QDs. O método proposto apresentou faixa linear de 10 a 90 pug L com LOD de 4,59 g
Lte RSD de 1,50 e 3,15% para as concentragdes de 10 e 90 pg L, respectivamente.
Assim, 0 método proposto apresenta a vantagem de realizar a determinacdo direta de
timerosal e ao realizar o ensaio de recupera¢do nas amostras de vacina a recuperagao
variou de 79,2 a 104,5%, indicando a exatiddo do método e ao comparar o resultado
obtido pelo método proposto com AFS ao aplicar o teste t student, pode-se afirmar que

ndo existe diferenca significativa entre os dois métodos no limite de confianga de 90 %.

Palavras-chave: Quantum Dots. ZnS. Timerosal. Vacina. Fluorescéncia e quenching.
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Abstract

This work aims the application of quantum dots of ZnS as fluorescent probes for the
determination of thimerosal in vaccine samples. The quantum dots were synthesized from
sodium sulfide solution (0.1 mol L™ with zinc acetate (0.1 mol L) using N-acetyl-
cysteine as the binding agent. The synthesized quantum dots showed Aex = 290 nm and
Aem = 440 nm and using the technique dynamic light scattering (DLS) the mean size of
the synthesized material was determined as 4.89 nm. After the nanomaterial synthesis and
characterization, the optimization of analytical parameters was performed. For the pH and
buffer system evaluation, it was observed that the best response for the interaction of ZnS
QDs with Thimerosal was achieved at pH 7 using citric acid / phosphate buffer. The
guantum dots presented fluorescence stability after 10 min, but interaction with
thimerosal showed immediate fluorescent stability. In the evaluation of the quenching
mechanism, it was observed that with increasing temperature the values of Ksy and Ky
decreased, a result that shows that the mechanism of quenching is static and that the
decrease of fluorescence occurs by a process of energy transfer. Based on the
thermodynamic parameters, it was obtained that the interaction of ZnS QDs with
thimerosal is a spontaneous, exothermic process and that the negative entropy might
result from the accumulation of thimerosal on the surface of the QDs. The proposed
method has the advantage of performing the direct determination of thimerosal and the
recovery assay using vaccine samples showed recovery from 79.2 to 104.5%, indicating
the accuracy of the method. Comparing the obtained results by the proposed method with
AFS when applying the student t test, it can be observed that there is no significant
difference between the two methods for a 90% confidence interval.

Keywords: Quantum dots - ZnS; Thimerosal; Vaccines, Fluorescence and Quenching.
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1. Introducéo

Semicondutores nanocristalinos coloidais, também denominados pontos
quanticos ou quantum dots (QDs), sdo descritos como sendo nanoparticulas em
suspensao, com diametros que variam de 2 a 20 nm, de varios materiais semicondutores
e que apresentam efeito de confinamento quantico (SAMANTA et al., 2013; VALE et
al., 2014). Este efeito esta relacionado com o confinamento nas trés dimensdes do espago
dos sistemas portadores de carga (elétrons e defeitos), fazendo com que suas propriedades
fisico-quimicas sejam dependentes do tamanho dos nanocristais (VALE et al., 2014).

Em funcdo do répido desenvolvimento da nanotecnologia, existiu um grande
avanco em relacdo aos QDs, visto que este tipo de nanomaterial caracteriza-se por sua
versatilidade e aplicacGes estratégicas em diferentes areas do conhecimento (ZHONG et
al., 2012). As diferentes formas quanto a constitui¢do dos QDs (CdTe, CdSe, CdS, ZnS,
entre outros), variagdo do tamanho das particulas, alteracBes e funcionalizagdo na
superficie, incluindo moléculas pequenas, proteinas, DNA, outros QDs (sistema carogo-
casca (core-shell), entre outras, influenciam diretamente nas propriedades Opticas,
seletividade e sensibilidade deste nanomaterial como sonda fluorescente visando a
determinacdo de diferentes espécies em solucao (LI et al., 2009).

Dentre os materiais utilizados para producdo de pontos quanticos, o ZnS tem se
sobressaido por possuir baixa toxicidade em relacdo ao Cd, por exemplo (YAO et al.,
2012). Além disso, quando comparados aos pontos quanticos do tipo core-shell, como o
CdSe/zZnS, nanoparticulas de ZnS podem ser sintetizadas de maneira simples e direta em
sistema aquoso. Isto acarreta em um processo de menor custo e menor geracado de residuos
para 0 meio ambiente.

Com estas caracteristicas, varios trabalhos tém reportado o potencial do
semicondutor ZnS em funcdo de suas aplicagbes como sonda fluorescente para
desenvolvimento de metodologias analiticas, como exemplo, pode-se citar os trabalhos
desenvolvidos por Duan et al. (2011)(DUAN et al., 2011), que aplicou o QDs de ZnS
para quantificacdo de Hg(ll), Safitri et al. (2017) (SAFITRI et al., 2017)aplicou
nanoparticulas de ZnS para quantificar ureia, enquanto Mobarraz et al. (2012) utilizou
para determinar aminoacidos.

Como discutido por Duan et al. 2011 o mercurio € um poluente perigoso bem
conhecido em todo 0 mundo, por este motivo, sempre vem sendo motivo de estudos para
desenvolvimento de novas metodologias. Logo, a deteccdo rapida, econdmica, sensivel e

seletiva para Hg(ll) no ambiente é extremamente importante. Até 0 momento, diferentes
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técnicas analiticas, incluindo espectroscopia de absorcdo atbmica (MAZZEO et al.,
2005), espectrometria de fluorescéncia atbmica em vapor frio (HONG-JING et al., 2009),
e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (MORETON; DELVES,
1998) foram desenvolvidas para detectar Hg(Il).

Nas ultimas década varios trabalhos vém utilizando diversos tipos de pontos
quanticos para determinacdo do ions Hg(ll), pois essas nanoparticulas coloidais
fluorescentes dispersas de forma estavel em uma solucdo aquosa sdo frequentemente
encapsuladas e protegidas pelo grupo funcional tiol (KE et al., 2014).

Estudos prévios relataram que ions metalicos, como Hg(ll) poderiam interagir
com nanoparticulas coloidais ou corantes fluorescentes por meio de ligagdes
coordenadas, como ligacGes do enxofre ao metal, que consequentemente resultam na
extincdo de intensidade fluorescente devido a transferéncia de elétrons, além da
possibilidade de agregagdo das nanoparticulas (KE et al., 2014; YAO et al., 2012).

A exposicdo humana ao mercurio ocorre principalmente através de trés formas:
(@) o mercario elementar liberado de amalgamas dentarias, (b) a ingestdo de
metilmercirio presente em alimentos contaminados, e (c) incorporacdo direta de
timerosal contida nas vacinas (YEPSEN et al., 2015).

O timerosal (etilmercuriotiossalicicato de sddio, Figura 1) contém 49,6% de
mercurio, e tem sido empregado como conservante de vacinas desde a década de 1930.
Além disso, o timerosal tem sido amplamente utilizado como agente antimicrobiano
numa variedade de produtos, incluindo solugdes antissépticas tdpicas, cosmeéticos,
produtos de limpeza para lentes de contato e outros produtos bioldgicos injetaveis
(ACOSTA et al., 2015; GEIER et al., 2016).

Figura 1. Estrutura quimica do timerosal (TM) e seus respectivos produtos de degradacéo: acido
tiosalicilico (ATS) e etil-mercurio (EtHg").

O o ¢} o)
T 'S\Hg/\ - ? SH + +Hg/\
™ ATS

EtHg*
Fonte: (SANTOS et al., 2018)
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As vacinas contra hepatite B, virus HIN1 e a triplice viral, sdo alguns exemplos
do uso deste conservante em que a concentracdo de timerosal declarada é da ordem de 25
pug Hg por 0,5 mL (GEIER et al., 2016). O uso de timerosal em vacinas e produtos
farmacéuticos é controverso, pois como etilmercdrio é altamente toxico e pode causar
distarbios neuroldgicos graves (DOREA; FARINA; ROCHA, 2013; MIRANDA-
ANDRADES et al., 2017). Além disto, o uso extensivo de timerosal também levanta
preocupacdes ambientais devido ao descarte de vacinas e medicamentos expirados,
também devido a 4guas residuais contaminadas com mercurio de industrias farmacéuticas
(MIRANDA-ANDRADES et al., 2017).

Diante da aplicacao do timerosal em produtos que estdo em contato direto com os
seres humanos, e dos possiveis riscos que podem gerar a saude, esse composto vem
recebendo uma atencdo especial, tanto em relagéo aos ricos devidos sua utilizacdo quanto
para o desenvolvimento de novas metodologias. Atualmente, a determinacao do timerosal
é realizada de trés formas (I) degradacédo de TM e quantificacdo por técnicas baseadas na
formacéo de vapor frio; (I1) determinacéo direta de TM por ICP OES ou ICP MS e (l11)
determinacéo direta de TM por HPLC e eletroforese, no entanto, essas S0 onerosas e
com elevados custo e/ou envolvem muitas etapas no preparo de amostras

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de uma metodologia para
quantificar que seja capaz de realizar a determinacdo direta de timerosal, sem previa
degradacdo do timerosal ou procedimentos de preparo da amostra laboriosos, este
trabalho visa o desenvolvimento de uma metodologia aplicando quantum dots de ZnS

como sonda fluorescente para realizar a determinacdo de timerosal em vacinas.
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2. Obijetivos
2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar pontos quanticos (quantum dots) de ZnS e aplicar para

determinacéo direta de timerosal em amostras de vacinas.

2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar e caracterizar os pontos quanticos de ZnS com o procedimento
estabelecido na literatura;

Avaliar a influéncia do tamp&o na interagdo do QDs com timerosal, avaliando o
tipo do tampéo, concentracdo do tampdo e forca idnica;

Avaliar a melhor concentracdo dos quantum dots para a quantificacdo do
timerosal,

Realizar o estudo cinético da reagdo do QDs com timerosal e a estabilidade
fotoluminescente do QDs;

Determinar os parametros ligantes e termodinamicos da interacdo do QDs com
timerosal;

Calcular as figuras de mérito do método proposto;

Realizar o ensaio de recuperacdo do timerosal em amostras de vacinas
comercializadas nos postos de saude da cidade de Macei6-AL,

Determinar a concentragdo de timerosal nas amostras de vacinas por
espectrometria de fluorescéncia atdbmica (AFS) e pelo método proposto e realizar
a comparacdo dos resultados obtidos aplicando testes estatisticos;
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3. Experimental
3.1 Reagentes e solugdes
Para todos 0s experimentos se empregou reagentes de grau e pureza analitica. Os
reagentes utilizados na sintese dos QDs foram N-acetil-cisteina (Sigma, CsHoNO3S),
acetato de zinco (Merck, (CH3C0O0)2Zn.2H;0) e sulfeto de sddio (Vetec, Na.S.9H20).
Solucio estoque 1000 pg Lt de timerosal foi utilizada para preparar as solucdes de
trabalho por diluigdes adequadas. Solucdo tampéo Britton-Robinson para faixa de pH 2-
10 consistiu na mistura de HsBO3 (Merck), HsPO4 (Sigma) e &cido acético (Sigma), todos
a 0,04 mol L*, sendo o pH ajustado com NaOH ou HCI 1 mol L*. Os tamp&es Tris
(Vetec), HEPES (Sigma) e PIPES (Sigma) foram utilizados na avaliagcdo dos diferentes

sistemas tampao.

3.2 Sintese do quantum dot de ZnS

Para sintese do quantum dot de ZnS (QDs - ZnS) seguiu o procedimento descrito
por Duan et al. (2011) com modifica¢des, onde foram adicionados em um erlenmeyer de
250 mL 0,0652 g de N-acetil-cisteina, 1 mL de Zn(Ac)2 0,1 mol L, 40 mL de H.0 e pH
foi ajustado para 10,5 com uma solucdo de NaOH 2 mol L. Em seguida, foi adicionado
1 mL da solucéo de Na,S.9H,0 0,1 mol L e o sistema ficou sobre agitagdo durante 20
min a temperatura ambiente. Apos este tempo, a solucdo foi aquecida a 90 °C por 2 h.
Decorridas as 2 h, restou aproximadamente 5 mL da solugéo inicial, e a mesma
quantidade de etanol absoluto (5° C) foi adicionado para a precipitagdo dos QD-ZnS. O
material foi centrifugado durante 15 min (4000 rpm), e o sobrenadante foi descartado.
Este processo foi repetido trés vezes para eliminar a presenca dos reagentes de partida.
Por fim, 0 QD-ZnS foi redissolvido em 50 mL de H.O.

3.3 Caracterizacdo do QD-ZnS

Para realizacdo das medidas espectrofotométricas, foi utilizado um
espectrofotdbmetro de varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil)
equipado com cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico. Para realizacdo das
medidas espectrofotométricas, foi utilizado espectrofluorimetro Shimadzu RF (modelo
5301PC, Japdo) equipado com lampada de xen6nio de 150 W de poténcia e com cubeta
de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm. A determinacdo do tamanho das nanoparticulas
foi realizado por Dispersdo de luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering) para
realizar a medidas, foi utilizado Zetatrac da Microtrac (modelo NPA 151-31A-0000-D30-
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10M, USA). A determinacdo da composicdo do nanomaterial foi feita a partir de
espectrometro de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (Shimadzu, modelo
EDX 700). Para realizar a digestdo das amostras de vacina foi utilizado um microondas
(Milestone, modelo: Ethos One).

A quantificacdo da concentracdo de mercurio, apds a digestdo das amostras de
vacinas, foi realizada utilizando um espectrofotdometro de fluorescéncia atdmica (PSA
Analytical, modelo: Millennium Merlin 10.025).

3.4 Determinacéo de timerosal empregando QDs - ZnS

No procedimento padrao para determinagao do timerosal (TM), 125 pL do QD-
ZnS 200 pL do tampao fosfato/acido citrico (pH 7) foram misturados com volumes
crescentes da solucéo estoque do analito perfazendo concentracgdes final de timerosal na
faixa de 10 a 100 pg L. Em seguida, adicionou-se agua até volume final de 2,5 mL e
realizou-se as medigOes espectrofluorimétricas (Aex = 290 nm). A intensidade de
fluorescéncia méxima obtida em 440 nm foi utilizada para a quantificacéo de timerosal.
Para otimizacdo dos parametros analiticos utilizou-se a sensibilidade (slope) em fungéo
da equacéo:

[10 — If
Iy

Equacdo (1)

]=aCTM+b

onde lo e I correspondem a intensidade de fluorescéncia inicial dos QD-ZnS e apos
adicdo do TM, respectivamente, e Ctm € a concentragdo de timerosal (ug LY). A
sensibilidade analitica e o coeficiente linear sao representados por a e b, respectivamente.
Todas as curvas analiticas apresentaram um minimo de cinco pontos com medidas em
triplicata (n = 3).

As figuras de mérito do método proposto foram determinadas conforme
procedimentos ja estabelecidos (ELLISON SRL, BARWICK VB, 2009) . Os parametros
avaliados foram LOD (limite de deteccdo), LOQ (limite de quantificagdo) e RSD (desvio
padrdo relativo), com dois pontos da curva preparados e medidos dez vezes (n = 10). Os
calculos relativos aos limites de deteccao (30) e de quantificagao (10c) foram realizados

de acordo com as seguintes equacoes,

3sb
LOD =

ac

+ Cbranco Equagéo (2)
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10 sb .
LOQ = a + Coranco Equac;ao (3)

C

Onde Chranco cOrresponde a concentragéo relativa ao sinal do branco, sb equivale ao desvio
padrdo do branco analitico (n = 10), enquanto ac corresponde ao coeficiente angular da
curva analitica. O desvio padrdo relativo (RSD) foi calculado de acordo com a equagéo:

s
RSD = ?p x 100 Equacao (4)

Onde sp equivale ao desvio padrédo referente a um determinado padrdo analitico dentro

da faixa linear e x corresponde ao valor médio encontrado para este padrdo (n = 10).

3.5 Preparo das amostras de vacina
3.5.1 Preparo das amostras de vacina para determinacdo de timerosal pelo
método proposto.

Ap0s otimizacdo analitica 0 método proposto foi utilizado para a quantificacao de
timerosal em quatro amostras de vacinas (Triplice, Hepatite B, Difteria e Tétano e
Antitetanica e contra coqueluche) adquiridas em posto de saude da cidade de Maceié-AL.

O método proposto foi aplicado sem realizar nenhum tratamento de degradacéo
ou mineragéo dos constituintes da amostra, como tratamento da amostra foi realizado uma
diluicdo de 4000 (quatro mil) vezes nas amostras de vacina para que a concentracdo
informada na bula da vacina (1,0 mL da vacina pode conter até 0,1 mg de timerosal, ou

seja, 100.000 pg L) fosse adequada a faixa de trabalho do método (10 — 90 pg LY).

3.5.2 Preparo das amostras de vacina para determinacdo de mercurio por
espectrometria de fluorescéncia atdémica.

Para realizar a determinacao da concentracdo de timerosal nas amostras de vacina
por espectrometria de fluorescéncia atdbmica foi necessario realizar a digestdo das
amostras, seguindo o procedimento, para cada um dos frascos de digestéo, transferiu-se
500 uL de amostra de vacina, adicionou-se 6,0 mL de HNO3, 2,0 mL de H202e 3,0 mL
de &gua deionizada. Os frascos de digestdo foram entdo devidamente fechados, inseridos
na cavidade do microondas e o programa de digestdo que foi aplicado que esta
apresentado na Tabela 1 (ARAUJO et al., 2002).
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Tabela 1. Programa aplicado para digestdo das amostras de vacina em sistema fechado e radiacao
microondas.

Etapa Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura (°C)
I 15 500 T.A. a 130
I 20 500 130
Il 15 1000 130 a 180
v 20 1000 180

T.A. — Temperatura ambiente.
Fonte: Autor, 2018.

Apos a realizacdo das etapas mencionadas na Tabela 1, os frascos foram mantidos
sob ventilacdo por 30 min para resfriamento. O volume dos digeridos foram completados
para 25,0 mL.

No espectrofotdmetro de fluorescéncia atémica foi utilizado solucdo carreadora
HNO3 5% (v/v), solucédo redutora SnCl> 0, 088 mol/L. O equipamento espectrometro de
fluorescéncia atdmica com geracao de vapor frio (CV- AFS), com sistema PSA, modelo
10. 025 (Millennium Merlin Instrument, Orpington, Kent, UK) com fonte de radiacdo
especifica para o Hg, com comprimento de onda 253,7 nm. O argdnio foi empregado
como gas de arraste (carregador) e o ar sintético como gas de secagem. A razdo entre as
vazoes da solucéo redutora, solucéo carreadora e amostra é 1:2:2. O modo de medicao do
sinal analitica é altura do pico, tempo de delay 15 s, tempo de anélise 40 s e tempo de
memoria 60 s. A vazdo do gas carregador (argdnio) 250 mL/ min, a vazdo do gés de
secagem (ar sintético) 2,5 mL/ min. A vazéo da solucdo carreadora (&cido) 9 mL/min, a

vazdo da amostra 9 mL/min e vazdo da solucdo redutora (cloreto estanhoso) 4, 5 mL/min.
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4. Resultados e Discussoes

4.1 Caracterizacao dos Quantum Dots - ZnS

4.1.1 Caracteristicas de absorcao e fluorescéncia dos QDs — ZnS

Os QD-ZnS sintetizados foram inicialmente caracterizados por espectros de

absorcdo no UV-vis e espectros de emissdo e excitacdo no fluorescente (Figura 2), onde
0 pico de absorcéo foi localizado em 290 nm, o que se encontra em conformidade com o
trabalho de Duan el al. (2011)(DUAN et al., 2011), no entanto, para 0 mesmo material
preparado (ZnS), o pico de absorcéo pode sofrer alteracdo, a qual ocorrera principalmente
devido a diferenca do tamanho quantum dots sintetizado (ZHUANG et al., 2003). A
intensidade de fluorescéncia maxima obtida foi em 440 nm (Figura 2), este valor foi

utilizado para a quantificagdo de timerosal.

Figura 2. (A) Espectro normalizado referente a absor¢do no UV-vis e emissdo e excitagdo de
fluorescéncia do QD-ZnS e (B) Espectro de fluorescéncia do QDs de ZnS excitado em diferentes
comprimentos de onda.
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Fonte: Autor, 2018.

4.1.2 Dispersdo de luz dinamica (DLS) e Espectrometro de fluorescéncia de
raios X por Energia Dispersiva (EDX)

A Figura 3 mostra o resultado obtido por DLS para determinar a distribuicdo do
tamanho da nanoparticula em solugédo, na Figura 3 (A), o valor médio das nanoparticulas
em suspensao foi de 4,89 nm. Para 0 mesmo procedimento para obtencdo do QDs de ZnS
(DUAN et al., 2011), encontrou-se um valor médio em torno de 3,0 nm, essa diferencia
pode ser justificada devido as alteragbes no processo de sintese, como o ajuste da

temperatura, que pode influenciar no tamanho das nanoparticulas.

525
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Na Figura 3A também € observado gue na sintese do QD-Zn foi obtido material
com tamanho de nanoparticula maiores que 4,89 nm, sendo que em menor proporgao,
segundo Rezaei et al. (2017) (REZAEI et al., 2017)(REZAEl et al., 2017)(REZAEI et al.,
2017) quanto mais uniforme os tamanhos de particulas obtidos na sintese, mais estreito
sera espectro de emissdo de fluorescéncia, isso justifica o espectro (Figura 2) apresentar

um pico alargado.

Figura 3. Tamanho das nanoparticulas sintetizadas. (A) Quantum dot de ZnS, (B) Quantum dot
ZnS na presenca de timerosal.
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Fonte: Autor, 2018.

Na Figura 3B é observado que apds adicdo do timerosal ao QD-ZnS o tamanho
médio das particulas no sistema aumentou para 9,11 nm, isso mostra que esta ocorrendo
uma interagdo dos QDs com timerosal, levando a um aumento na distribuigdo do tamanho
das particulas e por consequéncia, ocorre a mudanca das propriedades do material
sintetizado, como a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia.

A Tabela 2 apresenta o resultado obtido na caracterizagdo do material sintetizado
por EDX, onde verifica-se que 97,5% do material estd constituido por zinco (Zn) e
enxofre (S). A presenca de Si pode ser explicada pelo fato de utilizamos erlenmeyer de
vidro para realizar a sintese em pH 10,5 durante 2 horas a 90 °C e com isso pode ocorrer

extracao de pequena quantidade de Si do vidro para solucéo.
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Tabela 2. Analise de EDX das nanoparticulas sintetizada de ZnS.

Analito Resultados (%0)
Zn 75,7
S 21,8
Si 1,75
Ca 0,45
Hf 0,16
Cu 0,16

Fonte: Autor, 2018.

4.2 Otimizacao dos parametros analiticos
O QD-ZnS produzido em meio aquoso apresenta emissao de fluorescéncia
em 440 nm e na presenca de TM essa intensidade de fluorescéncia é rapidamente
diminuida proporcional a quantidade timerosal adicionada ao sistema.
Para explorar de forma eficiente a utilizacdo do QD-ZnS como sonda
fluorescente para determinacéo de timerosal foi necessario a otimizacao de alguns

parametros analiticos, os quais sao discutidos a seguir.

4.2.1 Avaliacdo do pH

Para a obter a melhor interacdo do QD-ZnS com timerosal é necessario
compreender a influéncia do pH no meio, visto que o pH pode influenciar na
intensidade de fluorescéncia, no processo de quenching, assim como, na
distribuicdo das espécies. Inicialmente, o pH do sistema foi avaliado utilizando o
tampao Britton-Robison (pH 2 -10). Na Figura 4 esta apresentado o estudo do pH
na interacdo do QDs-ZnS com timerosal, onde a Figura 4A mostra a intensidade
de fluorescéncia versus pH e a Figura 4B a relacdo de (Fo - F) / Fo versus pH.

Em funcdo do resultado obtido, observa-se na Figura 4A que a intensidade
de fluorescéncia aumenta com o aumento o pH e na Figura 4B observa-se que no
intervalo de pH entre 6,5 a 7,5 o sinal fica praticamente constante. Portanto, foi
selecionado o pH 7 como o pH de trabalho. Cabe ressaltar que em pH 2 o material
ndo apresentou fluorescéncia, portanto, este resultado ndo foi mostrado.

A baixa intensidade de fluorescéncia no meio acido pode ser devido a
dissociacdo do complexo do Zn-NAC devido a protonacdo dos grupos tidis ligados
a superficie do QDs (GAO et al., 1998). Com o aumento do pH da solucéo, a
desprotonacdo do grupo tiol na molécula de NAC poderia fortalecer a ligacao
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covalente entre 0 NAC e o 4&tomo de Zn na superficie do QD, resultando no
aumento da intensidade de fluorescéncia (DUAN et al., 2011). Além disto, 0
proprio ZnS tem sua solubilidade aumentada em menores valores de pH devido ao
sulfeto ser derivado de uma acido fraco, assim, com a redugdo do pH, ocorre a

formacdo de HS™ e HS, liberado o zinco livre em solucéo.

Figura 4. Estudo do pH com tampéo Britton-Robinson (pH 2-10). (A) Intensidade de
fluorescéncia versus pH e (B) Relacéo de (Fo — F)/Fo versus pH.
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Fonte: Autor, 2018.

Por fim, no pH de trabalho do método proposto (pH 7) ndo ira influenciar
na distribuicdo das espécies do timerosal, visto que, 0 mesmo encontra-se
majoritariamente desprotonado, pois apresenta pKa = 3,05 a 25 °C (WILLIAM
SLIKKER, 2001).

4.2.2 Avaliacado do sistema tampao

Uma vez realizado o estudo da influéncia do pH na interacdo do QD-ZnS com
timerosal, e estabelecido como pH de trabalho igual a 7 se avaliou o efeito do tipo do
tampdo, onde foram selecionados os seguintes sistemas: tampdo fosfato, acido
citrico/fosfato (AC/F), Tris, PIPES e HEPES. A Tabela 3 mostra o resultado obtido na
avaliacdo do sistema tampdo, para cada um dos sistemas avaliados utilizando a
concentragéo do tamp&o de 0,1 mol L™,

O tampéo é&cido citrico/fosfato (AC/F) apresentou maior sensibilidade do que os
outros sistemas avaliados (aumento de 21% em relagéo ao sistema fosfato) e menor sinal
do branco, este resultado corrobora com os apresentados por Duan et al. 2011 que aplicou

quantum dots de ZnS para determinacdo de mercdrio, em seu estudo além de avaliar o
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AC/F avaliou os seguintes sistemas Na;HPOs—NaH2PO4, KH2PO4~NaOH, Tris—HCI.
Sendo assim, o sistema tampéao AC/F pode auxiliar de forma mais efetiva na interacéo do

timerosal com 0s QD-ZnS em comparagdo aos outros sistemas avaliados.

Tabela 3. Resultado da influéncia do sistema tamp&o na interagdo do QDs - ZnS com timerosal.

Tipo do Sinal do Faixa linear (Fo-F)/Fp=aC+b
tampéao branco ug L a (x1000) b (x1000) r
Fosfato 781 0-100 4,96 £ 0,60 53,71 0,9763
Hepes 978 0-100 5,53+0,30 12,49 0,9973
Pipes 708 0-100 5,17 £ 0,60 47,56 0,9802
AC/F 675 0-100 6,29 £ 0,50 46,05 0,9871
Tris 872 0-100 5,26 £ 0,50 65,15 0,9662

Fonte: Autor, 2018.

4.2.3 Avaliacédo da concentragdo do quantum dots no sistema racional
De modo geral, quanto maior a concentracdo do QDs maior sera o sinal de
fluorescéncia, porém, se faz necessario um estudo da concentracdo do QDs na
determinacédo do timerosal em relacdo a faixa linear que se pretende trabalhar. Portanto,
para uma mesma faixa linear (0 — 100 pg L) foi realizado o estudo de seis concentracdes
do nanomaterial, a Figura 5, mostra o valor da sensibilidade em fungdo da concentragéo
do QDs-ZnS.

Figura 5. Sensibilidade em funcdo concentra¢do do QD-ZnS.
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Fonte: Autor, 2018.

Com base no resultado mostrado na Figura 5, quando menor a concentracdo do
QDs - ZnS ocorre um aumento na sensibilidade, visto que quanto mais QDs - ZnS maior

teria que ser a concentracao de timerosal para suprimir o sinal de fluorescéncia. E também
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foi observado que na concentragdo 33,3 mg L ocorreu diminuicdo da faixa linear.
Considerando tanto a alta sensibilidade quanto o intervalo da faixa linear, a concentracédo

de 50 mg L™ selecionada para o desenvolvimento do trabalho.

4.2.4 Avaliacdo da forca idnica
Para realizar o estudo da influéncia da forca i6nica na interacdo do QD-Zns com
timerosal foram realizados experimentos de interacdo em diferentes concentragcdes NaCl.
Com base no resultado apresentado na Tabela 4, tomando como parametro principal a
sensibilidade, nota-se que o0 ganho médio da sensibilidade foi de 19% com adi¢&o de NaCl
no meio racional. Como o aumento da sensibilidade ndo foi muito grande, os demais

experimentos foram realizados sem adicdo de NacCl.

Tabela 4. Avaliagdo da forc¢a ibnica na interacdo do QD-ZnS com timerosal.

NaCl Sinal do  Faixa linear (Fo-F)/Fo=aC+b
(mol L) branco g L™ a (x1000) b (x1000) r
- 452 0-100 2,52 +0,30 14,4 0,9825
0,05 449 0-100 2,79+0,30 12,4 0,9881
0,1 489 0-100 3,23+0,10 3,91 0,9975
0,2 449 0-100 3,00+£0,40 -28,9 0,9739
0,3 476 0-100 3,01+0,10 1,13 0,9985

Fonte: Autor, 2018.

4.2.5 Avaliacdo da cinética reacional
Apos realizar a otimizacdo do sistema foi avaliada estabilidade do QD-ZnS e
cinética do processo de quenching. A solugdo de QD-ZnS apresentou um decaimento de
fluorescéncia de 14,32% nos primeiros 10 min, mostrado na Figura 6, no entanto, apos
esse decaimento, a fluorescéncia permaneceu constante, mostrando boa estabilidade
fotoluminescente. Para cinética de interagdo entre os QDs - ZnS com timerosal observou-
se que a estabilidade do sinal de fluorescéncia foi imediata Figura 6 (B) para concentragdo

de TM de 100 pg L.
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Figura 6. Cinética racional. (A) Estabilidade fotoluminescente do QD-ZnS. (B) cinética da
interacdo do QDs - Zn com timerosal (100 ug L).
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Fonte: Autor, 2018.

4.3 Estudo da interacéo do QDs de ZnS com timerosal
4.3.1 Avaliagao do tipo de quenching

De modo geral existem dois tipos preferenciais de interacbes, que sdo
denominados de quenching estatico e dindmico. O quenching dindmico ocorre a partir
das colisdes entre as moléculas que fluorescem e provocam a diminuicdo da
fluorescéncia. Para o quenching dindmico o aumento da temperatura do meio provoca o
aumento no numero de colisdes entre as moléculas (HOSSEINZADEH et al., 2017).

No quenching estético, a adsorcdo, complexacdo ou ligacdo da molécula que
provoca a diminuicdo da fluorescéncia com o fluordforo, causa o aumento da
fluorescéncia. Para este tipo de interacdo o aumento da temperatura leva a dissociacdo da
ligacdo/interacdo entre o inibidor e fluoréforo, acarretando na diminuicdo da
fluorescéncia (HOSSEINZADEH et al., 2017).

Portanto, para determinar o tipo de quenching preferencial (dindAmico ou estatico),
a magnitude do processo de interacdo e os parametros termodinamicos associados a
interacdo entre os QD-ZnS e timerosal, foram realizados experimentos de interacdo em
diferentes temperaturas. A constante de Stern-Volmer (Ksv) e de ligagdo (Kp) foram
calculadas de acordo com as seguintes equacoes:

I
i =1+ Ksw[TM] Equacéo (5)

log [%] = K, + nlog[TM] Equacdo (6)
onde lp e IF sdo, respectivamente, as intensidades de fluorescéncia dos QDs de ZnS

na auséncia e na presenca do TM, Ksv é a constante de Stern-Volmer, Ky € a
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constante de ligacdo, n o nimero de sitios de ligacao e [TM] é a concentracdo molar
de timerosal, no intervalo de 0,025 a 0,25 umol L (10 - 100 pg L?).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 5 observa-se que ocorreu
uma diminui¢do dos valores de Ksv € Ky em fungdo do aumento da temperatura,
como reportado por Hosseing et al. (2017), esse resultado é um indicativo que o

tipo de quenching predominante na interacdo do QD-ZnS com timerosal é estatico.

Tabela 5. Parametros de ligacdo para o processo de interagdo do QDs com timerosal.

Constante Stern-Volmer Parametros de ligacao
Temperarura (°C) Ksv Kb
(10° L M%) ' (10 L M%) '
22 (295 K) 1,15+ 0,04 0,9760 1,66 £ 0,03 0,9952
29 (302K) 0,64 + 0,02 0,9849 0,41 + 0,02 0,9544
36 (309K) 0,53+0,01 0,9795 0,14 + 0,01 0,9868

Fonte: Autor, 2018.

Devido a auséncia de trabalhos na literatura que utilizaram quantum dots para
determinagdo direta de timerosal, sera tomado como referéncia os trabalhos que
realizaram a quantificacdo de mercurio utilizando diferentes quantum dots para tentar
explicar o mecanismo de quenching.

Em geral, existem dois mecanismos predominantes para explicar o efeito da
supressdo de fluorescéncia dos QDs na presenca de Hg(ll). Por exemplo, Huang et al.
(2017) relataram que a extin¢do de fluorescéncia de QD-CdS por Hg(ll) é devido a
formacdo de particulas de HgS. Devido & menor solubilidade de HgS em comparacéo
com CdS, as particulas de HgS sdo formadas através do deslocamento de Cd(Il) por Hg
(1) na superficie dos QDs, levando a um desvio para o vermelho do pico de absorcédo
(DUAN et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

Por outro lado, Chen et al. (2010) demonstraram que Hg(ll) extinguiu a
fluorescéncia de QDs através de um processo de transferéncia de elétrons entre ligantes
de superficie e Hg(Il) sem deslocamento nos espectros (CHEN et al., 2010; XIA; CAO;
ZHU, 2007).

No presente estudo, o0 mecanismo de quenching foi avaliado pela variacdo do
deslocamento espectral dos espectros de fluorescéncia normalizado e espectro de
absorcdo do UV-vis. Como mostrado na Figura 7A, ndo ocorre desvio no espectro de
fluorescéncia com a adicdo de timerosal, e na Figura 7B mostra que também nédo ocorreu

nenhum desvio no pico de absor¢do do QDs-ZnS com a adigdo do timerosal, contudo, a
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intensidade do sistema na presenca do TM foi alterada, indicando que ocorre alteragdo no

estado fundamental.

Figura 7. (A) Espectro de fluorescéncia normalizada (B) Espectro de UV-vis do timerosal e do
QDs - ZnS na presenca e auséncia de timerosal (100 pg L?).
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Fonte: autor, 2018.

A extincdo de fluorescéncia de QDs de ZnS, sem desvio espectral nas bandas de
absorcdo e de emissao na presenca do inibidor, esta de acordo com foi discutido por Duan
etal. (2011)(DUAN et al., 2011). Portanto, pode-se inferir que 0 mecanismo de quenching

da interagcdo do QD-ZnS com timerosal é baseado por transferéncia de energia.

4.3.2 Parametros termodinamicos
Os parametros termodindmicos AH e AS relativos ao processo de interacédo entre
QD-ZnS e timerosal foram obtidos a partir da equacao de Van’t Hoff mostrado na Figura
8 sendo entdo empregados para se calcular a energia livre de Gibbs (AG) a partir das

equac0es 7 e 8, respectivamente:

AH [ 1| AS
S R I — 3
InK, R [T} S Equacdo (7)
AG = AH —TAS Equacéo (8)

onde K € a constante de equilibrio para uma determinada temperatura T e R é a constante
universal dos gases (HOSSEINZADEH et al., 2017). Os valores obtidos para o0s

parametros termodinamicos estdo apresentados na Tabela 6.
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Figura 8. Grafico de Van’t Hoff para o processo de intera¢do entre QDs - ZnS e timerosal.
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Fonte: autor, 2018.

Tabela 6. Pardmetros termodinamicos para o processo de interacdo do QDs com timerosal.

Parametros de termodinamicos

Temperatura (°C) AH AS AG
(KJ molh (KJ molh (KJ molh
22 (295 K) -23,7
29 (302K) -130 -0,36 21,1
36 (309K) -18,6

Fonte: autor, 2018.

Analisando os valores dos parametros termodinamicos apresentando na Tabela 6,
para AG < 0, indica que o processo de interacdo do QD-ZnS com timerosal é espontaneo.

Segundo o que foi apresentado por Hosseinzadeh et al. (2017), que realizou o
estudo da interacdo de quantum dots de ZnS com insulina, utilizando diferente ligantes
para obter os QD-ZnS, e os resultados de AH e AS (Tabela 5), pbde-se considerar que
processo de interacdo do QD-ZnS com timerosal € um processo exotérmico e a entropia
negativa pode ser resultado do acumulo de timerosal na superficie dos QD-ZnS.

Adicionalmente, ao se empregar os estudos baseados na interacdo entre
macromoléculas (proteinas e DNA) e ligantes pequenos este padrao termodinamico (AH
< 0e AS <0) é caracteristico de interagdes de Van der Waals e ligagdes de hidrogénio no
sistema (HUANG et al., 2015).
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4.3.3 Proposta do mecanismo de interacéo

Ap0s propor 0 mecanismo de quenching e verificar os parametros termodinamicos
do processo de interagdo do QDs - ZnS com timerosal foi proposto um mecanismo de
interacdo. Segundo reportado por Bunkoed & Kanatharana (2015) (BUNKOED;
KANATHARANA, 2015)que sintetizaram pontos quanticos de CdTe encapsuladas em
acido mercaptopropionico (MPA) para determinacéo de &cido salicilico, 0 mecanismo de
supressao de fluorescéncia ocorreria devido a substituicao na superficie do QDs de CdTe
MPA pelo acido salicilico. Na Figura 9 esta mostrado um esquema ilustrativo do

mecanismo de supressdo de fluorescéncia do QDs de CdTe pelo &cido salicilico.

Figura 9. Mecanismo de interacdo do QDs de CdTe para determinacdo de &cido salicilico,
proposto por Bunkoed & Kanatharana (2015).

Emissao de fluorescéncia Extincao de fluorescéncia

Fonte: Adaptado de Bunkoed & Kanatharana (2015).

Tomando como base o mecanismo acima e sabendo os precursores do timerosal
sdo o acido tiosalicilico e etilmerctrio, foi proposto um mecanismo, no qual, timerosal
ocorre reacdo do ligante de superficie do QD, no caso, N-acetil-cisteina, e o acido
tiosalicilico liberado, interage com o QDs - ZnS. A Figura 10 mostra um esquema geral

de como seria esse mecanismo.



Figura 10. Mecanismo proposto da interacdo do QDs de ZnS com timerosal.
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Fonte: autor, 2018.

o,

o >——CH3
)\

H,C. NH
3
< HS
1,—<

&

o, )

/K o v

W ¢ °© £
&

=

+
o
CH,
HO S—Hg
HJC\n/NH
o

sH

Extincdo de fluorescéncia



100

No entanto, para ocorrer 0 mecanismo proposto € necessario que ocorra
degradagao do timerosal para a formagdo do acido tiosalicilico. Assim, para elucidar o
mecanismo de interagdo entre 0 QDs - ZnS e o TM, foi utilizado o ensaio de Ellman, que
é baseado na reacdo entre DTNB e com um composto contendo grupo tiol livre, gerando
como produto colorido o TNB, de coloragdo amarela (Amax = 412 nm) como mostrado na

Figura 11.

Figura 11. Reacdo base do método de Ellman para determinacdo de compostos tiélicos.
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Fonte: autor, 2018.

Portanto, ao reagir DNTB? com os reagentes e analito do método proposto, a
formacdo do TNB? s6 seria possivel na presenca ou com a formagdo de um grupo tiol.
Para verificar essa proposicao foi realizado a reacdo do DNTB? com timerosal, QDs -
ZnS, N-acetil-cisteina (NAC), acido tiosalicilico (ATS) e com a mistura QDs - ZnS e
timerosal. Os resultados estdo apresentados na Figura 12.

Nos resultados apresentados na Figura 12, observa-se que o DNTB? reage com o
NAC e ATC como ja era esperado, pois esses compostos apresentam grupos tios livres
em suas estruturas. O sinal observado na reagdo do DTNB com QDs, provavelmente
ocorre devido as moléculas de N-aceltilcisteina que estdo em equilibrio em meio aquoso
na superficie do QDs — ZnS, assim, existe uma fracdo do ligante livre e passivel de reagir
com o DTNB. Em relacéo a reacdo do DNTB com timerosal ndo se obteve sinal que se
pudesse diferenciar do branco (apenas o DTNB), porém, no sistema contendo QDs e TM
observa-se um elevado sinal analitico, indicando formagdo do TNB2. Como hipdtese,
este fato seria possivel com a libragdo do &cido tiosalicilico do TM, como foi proposto
inicialmente, uma vez que o sinal obtido foi similar ao sistema contendo apenas o ATS.
Assim, com base no ensaio de Ellman, pdde-se propor com base em evidencias

experimentais 0 mecanismo proposto.
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Figura 12. Reacdo do DNTB com os reagentes do método proposto.
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Fonte: autor, 2018.

4.3.4 Resposta do QDs — ZnS frente as diferentes espécies de mercurio

Como reportado por Duan et al. (2011), o QDs-ZnS foi utilizado para
determinacdo de mercurio na forma inorganica (Hg(ll)) e este trabalho realizou a
aplicacdo do QDs para determinacdo de timerosal, portanto para entender como seria a
resposta do QDs-ZnS frente as diferentes espécie de mercurio foram realizadas curvas
analiticas com Hg(Il), timerosal, etilmercurio e metilmercurio. A Figura 13A mostra as
curvas com do QDs-ZnS frente as diferentes espécies de mercurio e a Figura 13B, as
respectivas sensibilidades de cada curva.

Como observado na Figura 13, 0 QDs - ZnS apresenta a maior sensibilidade foi
obtida para o Hg(l1).O timerosal apresentou uma sensibilidade inferior ao Hg(ll), porém
como discutido neste trabalho foi viavel a aplicacdo do QDs — ZnS para determinacéo de
timerosal considerando sua elevada concentragdo nas amostras de vacina, no entanto, para
as espécie de metilmercurio e etilmercurio a sensibilidade foi aproximadamente 50%
menor, quando comparado para a sensibilidade do timerosal, possivelmente este efeito
aditivo deve estar associado fracdo do ATS presente na molécula de TM. Por fim, devido
a auséncia de trabalho que realizaram a determinacdo de metilmercurio e etilmercurio
utilizando QDs de ZnS ou até mesmo de CdTe, seria necessario otimizagdo do sistema a

fim de aumentar essa sensibilidade.
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Figura 13. Interacdo do QDs — ZnS com as espécies de mercurio. A) Curva analitica, B)
Sensibilidade das interagdes dos QDs — ZnS com as espécies de mercurio.
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4.4 Validacao do método
4.4.1 Figuras de méritos

Adicbes crescente de timerosal ao sistema contendo os QD-ZnS levaram a
reducdo da intensidade de fluorescéncia. Assim, as principais figuras de mérito do método
proposto foram estabelecidas a partir da curva analitica mostrada na Figura 14.

O método proposto apresentou faixa linear de 10 a 90 pg L™ (24,7 a 222 nM)
correspondente a equagdo [(Fo - Fr) / Fo] = 0,0066Ctm (+ 0,0002)+ 0,011 (+ 0,001) e
coeficiente de correlagdo linear r = 0,9949 (n = 9). O método mostrou-se preciso com
RSD = 1,50 e 3,11% para as concentracdes de timerosal de 10 e 90 pg L7,
respectivamente, e com limite de detec¢iio (LOD) de 4,59 ug L (11,3 nM).

Ao comparar os resultados obtidos com outros trabalhos publicados na literatura
para determinacao de timerosal utilizando outras técnicas como mostrado na Tabela 7, o
método proposto mostra-se equivalente quanto a faixa linear, porém apresentou LOD
maior que os demais trabalhos. Porém o método proposto utiliza uma técnica mais

acessivel e ndo necessita de procedimento para digestdo das amostras.
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Figura 14. (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia do QD-ZnS na auséncia e presenca de
concentragOes crescente de timerosal. (B) Curva analitica (Fo - F) / Fo vs timerosal.
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Tabela 7. Trabalhos publicados na literatura para determinacgdo de timerosal, utilizando diferentes técnicas.
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Faixa linear LOD

Técnica Preparo da amostra . ] Tipo de amostra Referéncia
P (mgLh)  (ugL? P
. x Efluente de indlstria
HPLC - FA Filtracdo 0,29 — 100 0,09 farmacéutica e agua de rio (ACOSTA etal., 2015)
FIA - FA il 0,01-2 0,003 Solugdes oftalmoldgicas (CAMPANELLA et al., 2013)
- 0 L.
ICP OES 21620 de 10% de &cldo 0,5- 10 06  Vacinas (DOS SANTOS et al., 2010)
RP-HPLC- . X e N .
UV Centrifugacao e filtracao 12 -280 2,6 Cremes farmacéuticos (PEREZ-CABALLERO etal., 2016)
UV-vis Decomposicédo fotoquimica 96 — 981 9 Amostras farmacéuticas (MARTIN-ALONSO et al., 2018)
Este trabalho  Diluicéo 10-90 4,59 Vacinas Autor, 2018

HPLC = Cromatografia liquida de alta eficiéncia/ FA = fluorescéncia atdmica;

FA = fluorescéncia atbmica / FIA = anlise por injecdo em fluxo ;

ICP OES = Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma Indutivamente Acoplado;
RP-HPLC = Cromatografia liquida de alta resolucdo de fase reversa;

UV-vis = Espectroscopia UV/VIS.

Fonte: Autor, 2018.
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4.4.2 Anédlise das amostras de vacinas

Para validar o método proposto foi realizado o ensaio de recuperacdo e a
determinacdo de timerosal pelo método proposto e por espectrometria de fluorescéncia
atdbmica (AFS) (Tabela 8), os experimentos foram realizados em quatro amostras de
vacinas (Triplice, Hepatite B, Difteria e tétano e Antitetdnica e contra coqueluche), os
resultados estdo apresentados nas Tabela 7.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 8 pdde-se quantificar timerosal
nas amostras analisadas. De acordo com a bula das vacinas a concentracdo declarada de
timerosal seria de até 0,1 mg mL?, resultando em uma concentragido maxima de 100 mg
L. Segundo manual da ANVISA (2014) relacionado a Vacinas para uso humano, a
concentragio maxima permita de timerosal em vacinas é de 200 mg L.

No ensaio de recuperagdo dois niveis de diferentes (25 e 50 pg L) de
concentracdo de timerosal foram adicionados nas amostras, no entanto, com base na
informacdo da bula foi necessario realizar uma diluicdo de 4 mil vezes das amostras de
vacina para realizar o ensaio de recuperacdo, nas quatro amostras analisadas a
recuperagéo variou de 79,2 % a 104,5 % nas vacinas Antitetanicas /contra coqueluche e
Triplice, respectivamente.

Com os resultados obtidos pelo método proposto e por AFS ao se aplicar teste t
Student, 0 tca = 0,374 (twan = 2,35), Visto que, tcal < twan, pode-se afirmar que ndo existe

diferenca significativa entre os dois métodos no limite de confianca de 90 %.

Tabela 8. Resultados do ensaio de recuperacdo e da determinagdo do timerosal pelo método
proposto e por AFS. Amostras foram diluidas 4000 vezes.

™ ™ o Método AFS
. 0
Amostra adiconado  recuperado, recuperaco proposto (ng L)
(ng L) (ng L) mgth "
- 19,48 + 1,02 -
Triplice 25 26,12 + 2,32 104,5 974 +2,3 90,6 +3
50 50,55 £ 1,46 101,1
- 20,60 £ 0,34 -
Hepatite B 25 26,12 +1,34 104,5 103+£3 1061
50 51,31 +3,55 102,6
- 25,44 +0,31 -
Difteria e tétano 25 24,02 £ 0,45 96,1 127+2 130+1
50 49,88 + 1,89 99,8
Antitetanica e ’ 2586£0,78 )
contra coqueluche 25 19,81+ 1,45 79,2 129+3 134+£3
50 42,42 £ 3,43 84,8

Fonte: Autor, 2018.
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Com base nos resultados apresentados, observa-se que entre as amostras
analisadas apenas vacina triplice estd em conformidade com que informa na bula, pois as
demais apresentaram concentragdo superior a 100 mg L, no entanto, cabe ressaltar, que
segundo a ANVISA a concentragdo maxima de timerosal em vacina é de 200 mg L.

Os resultados apresentados por He et al. (2012), que realizou a quantificacdo de
timerosal em seis amostras de vacinas comerciais utilizando ICP-MS como técnica de
referéncia para validar o método proposto, a concentracdo de timerosal estava em

conformidade com a bula, as vacinas analisadas variaram de 0,96 a 75,3 mg L.
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5. Consideracdes finais

A aplicagdo de quantum dots de ZnS como sondas fluorescentes para
determinacdo de timerosal em amostra de vacinas foi possivel ap6s otimizagdo dos
parametros analiticos. Para obtengdo do quantum dots de ZnS realizou procedimentos
estabelecido em trabalho ja publicado na literatura, onde o material sintetizado apresentou
tamanho médio de 4,89 nm com comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 290 e
440 nm, respectivamente.

A quantificacdo de timerosal ocorreu através do processo de supressdo da sua
fluorescéncia, onde com aumento da concentracdo do timerosal a fluorescéncia do QDs
de ZnS diminui proporcionalmente.

Na otimizacdo do sistema foi obtido que o pH que melhor contribui para a
interacdo em estudo foi pH 7 no sistema tamp&o &cido citrico com fosfato. O mecanismo
de quenching foi estudado através da influéncia da temperatura na interacdo do QD-ZnS
com timerosal, onde se observou que o aumento da temperatura proporcionou uma
diminuigéo nos valores de Ky e Ksy, indicando que o mecanismo de quenching é estatico.
Paralelamente, os parametros termodinamicos indicam que ligagfes de hidrogénio e
forcas de Van der Waals estdo relacionadas com o processo de interacdo, que €
espontaneo. Atualizando reacdo de Ellman foi possivel propor um mecanismo de
interacdo do QDs — ZnS com timerosal.

O método proposto, apresentou faixa linear de 10 — 90 pg L e limite de detecgio
de 4,59 ng L com valores de recuperacio de 79,2 a 104,5% , ao comparar os resultados
obtidos pelo método proposto e com AFS e ao aplicar teste t Student, 0 tcai = 0,374 (ttan =
2,35), visto que, tcal < ttan, pode-se afirmar que ndo existe diferenca significativa entre os
dois métodos no limite de confianca de 90%.

Portanto, o método proposto se mostrou viavel para determinacao de timerosal em
amostras de vacinas, apresentando a vantagem de ndo precisar realizar a digestdo das
amostras, e utilizar uma técnica mais acessivel, quando comparado aos metodos

tradicional para determinacéo de timerosal.



108

6. Referéncias

ACOSTA, G. et al. Determination of thimerosal in pharmaceutical industry effluents and
river waters by HPLC coupled to atomic fluorescence spectrometry through post-column
UV-assisted vapor generation. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.
106, p. 79-84, 2015.

ALGARRA, M. et al. Thiolated DAB dendrimers and CdSe quantum dots
nanocomposites for Cd(l1) or Pb(Il) sensing. Talanta, v. 88, p. 403-407, 2012.

ARAUJO, C. L. G. et al. Effect of acid concentration on closed-vessel microwave-
assistment digestion of plant materials. v. 57, n. April, p. 2121-2132, 2002.

BAKER, S. N.; BAKER, G. A. Luminescent carbon nanodots: Emergent nanolights.
Angewandte Chemie - International Edition, v. 49, n. 38, p. 6726-6744, 2010.

BAO, L. et al. Photoluminescence-tunable carbon nanodots: Surface-state energy-gap
tuning. Advanced Materials, v. 27, n. 10, p. 1663-1667, 2015.

BUNKOED, O.; KANATHARANA, P. Mercaptopropionic acid-capped CdTe quantum
dots as fluorescence probe for the determination of salicylic acid in pharmaceutical
products. Luminescence, v. 30, n. 7, p. 1083-1089, 2015.

CAMPANELLA, B. et al. Analytica Chimica Acta Determination of thiomersal by flow
injection coupled with microwave-assisted photochemical online oxidative
decomposition of organic mercury and cold vapor atomic fluorescence spectroscopy.
Analytica Chimica Acta, v. 804, p. 66-69, 2013.

CESAR, J.; ALVES, L. Aplicacdo de métodos quimiométricos de calibracdo de segunda
ordem e transferéncia de calibracdo na determinagdo simultanea de misturas de farmacos
utilizando espectroscopia de fluorescéncia molecular em fase sélida. 2009.

CHEN, G. M. et al. Synthesis of chiral dual-stabilizer-capped CdSe nanocrystals and its
application selective detection of Hg(Il). Fenxi Huaxue/ Chinese Journal of Analytical
Chemistry, v. 38, n. 10, p. 1405-1410, 2010.

DOREA, J. G.; FARINA, M.; ROCHA, J. B. T. Toxicity of ethylmercury (and
Thimerosal): A comparison with methylmercury. Journal of Applied Toxicology, v. 33,
n. 8, p. 700-711, 2013.

DOS SANTOS, E. J. et al. Determination of thimerosal in human and veterinarian
vaccines by photochemical vapor generation coupled to ICP OES. Journal of Analytical
Atomic Spectrometry, v. 25, n. 10, p. 1627, 2010.

DRBOHLAVOVA, J. et al. Quantum dots - characterization, preparation and usage in
biological systems. International Journal of Molecular Sciences, v. 10, n. 2, p. 656—
673, 2009.

DUAN, J. et al. Facile synthesis of N-acetyl-l-cysteine capped ZnS quantum dots as an
eco-friendly fluorescence sensor for Hg2+. Talanta, v. 85, n. 4, p. 1738-1743, 2011.
ELLISON SRL, BARWICK VB, F. T. Practical Statistics for the Analytical Scientist:



109

a bench guide. Cambridge: [s.n.].

FRIGERIO, C. et al. Application of quantum dots as analytical tools in automated
chemical analysis: A review. Analytica Chimica Acta, v. 735, p. 9-22, 2012.

GAO, M. et al. Strongly Photoluminescent CdTe Nanocrystals by Proper Surface
Modification. The Journal of Physical Chemistry B, v. 102, n. 43, p. 8360-8363, 1998.

GEIER, D. A. et al. A longitudinal cohort study of the relationship between Thimerosal-
containing hepatitis B vaccination and specific delays in development in the United
States: Assessment of attributable risk and lifetime care costs. Journal of Epidemiology
and Global Health, v. 6, n. 2, p. 105-118, 2016.

GOMES, C. Z. Utilizagdo da espectroscopia de fluorescéncia para mensuramento de
moléculas autofluorescentes em individuos diabéticos. p. 1-56, 2011.

HE, H. et al. Dielectric barrier discharge micro-plasma emission source for the
determination of thimerosal in vaccines by photochemical vapor generation.
Microchemical Journal, v. 104, p. 7-11, 2012.

HONG-JING, Z. et al. Determination of trace inorganic mercury in mineral water by flow
injection on-line sorption preconcentration-cold vapor atomic fluorescence spectrometry.
Fenxi Huaxue/ Chinese Journal of Analytical Chemistry, v. 37, n. 7, p. 1029-1032,
20009.

HOSSEINZADEH, G. et al. Interaction of insulin with colloidal ZnS quantum dots
functionalized by various surface capping agents. Materials Science and Engineering
C, v. 77, p. 836-845, 2017.

HUANG, S. et al. Study on the molecular interaction of graphene quantum dots with
human serum albumin: Combined spectroscopic and electrochemical approaches.
Journal of Hazardous Materials, v. 285, p. 18-26, 2015.

JO, M.; MAGALH, M. Sintese e modificacdo da superficie de nanocristais
semicondutores para aplicagdo como sondas fluorescentes em meio ndo-aquoso. 2014.

KE, J. et al. Ultrasensitive quantum dot fluorescence quenching assay for selective
detection of mercury ions in drinking water. Scientific Reports, v. 4, p. 4-9, 2014.

LAKOWICZ, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy Principles of
Fluorescence Spectroscopy. [s.l: s.n.].

LI, H. et al. Carbon nanodots: synthesis, properties and applications. Journal of
Materials Chemistry, v. 22, n. 46, p. 24230, 2012.

LI, L. et al. Application of functionalized ZnS nanoparticles to determinate uracil and
thymine as a fluorescence probe. Materials Chemistry and Physics, v. 113, n. 2-3, p.
905-908, 20009.

LIM, S. Y.; SHEN, W.; GAO, Z. Carbon quantum dots and their applications. Chem.
Soc. Rev., v. 44, n. 1, p. 362-381, 2015.



110

MACHADO, C. E. et al. Pontos Quanticos de Carbono: Sintese Quimica, Propriedades e
Aplicacdes. Revista Virtual de Quimica, v. 7, n. 4, p. 1306-1346, 2015.

MARTIN-ALONSO, M. et al. Gold nanorods for in-drop colorimetric determination of
thiomersal after photochemical decomposition. Microchimica Acta, v. 185, n. 4, 2018.

MAZZEOQ, J. R. et al. A new separation technique takes advantage of sub-2-um HPLC.
Journal of the American Chemical Society, p. 460467, 2005.

MENEZES, F. D. Sintese e Caracterizagcdo de Nanocritais Luminescentes Baseados em
Semicondutores I1-V1 para Fins de Aplicacdo como Biomarcadores. 2007.

MIRANDA-ANDRADES, J. R. et al. Thiomersal photo-degradation with visible light
mediated by graphene quantum dots: Indirect quantification using optical multipath
mercury cold-vapor absorption spectrophotometry. Spectrochimica Acta - Part B
Atomic Spectroscopy, v. 138, p. 81-89, 2017.

MIRANDA, J. E. B. Carbon Dots: Nanoparticulas de carbono fluorescentes para
marcacao e visualizacdo de células. p. 113, 2014.

MIRTCHEYV, P. et al. Solution phase synthesis of carbon quantum dots as sensitizers for
nanocrystalline TiO 2 solar cells. J. Mater. Chem., v. 22, n. 4, p. 1265-1269, 2012.

MORETON, J. A.; DELVES, H. T. Simple direct method for the determination of total
mercury levels in blood and urine and nitric acid digests of fish by inductively coupled
plasma mass spectrometry. Journal of Analytical Atomic Spectrometry, v. 13, n. July,
p. 659-665, 1998.

NSIBANDE, S. A.; FORBES, P. Fluorescence detection of pesticides using quantum dot
materials — A review. 2016.

PEREZ-CABALLERO, G. et al. Development and ich validation of a RP-HPLC-UV
method for the quantification of thimerosal in topic creams. Journal of the Mexican
Chemical Society, v. 60, n. 4, p. 188-193, 2016.

R. VAZ, K. VIEIRA, C. MACHADO, J. FERRARI, M. S. Preparacdo de pontos de
carbono e sua caracterizacdo éptica: um experimento para introduzir nanociéncia na
graduacdo. v. 35, n. 9, p. 1758-1762, 2015.

REZAEI, B. et al. Development of highly selective and sensitive fluorimetric label-free
mercury aptasensor based on cysteamine@CdTe/ZnS quantum dots, experimental and
theoretical investigation. Sensors and Actuators, B: Chemical, v. 247, p. 400-407,
2017.

SAFITRI, E. et al. Fluorescence bioanalytical method for urea determination based on
water soluble ZnS quantum dots. Sensors & Actuators: B. Chemical, v. 240, p. 763—
769, 2017.



111

SAMANTA, A. et al. A perspective on functionalizing colloidal quantum dots with DNA.
Nano Research, v. 6, n. 12, p. 853-870, 2013.

SANTOS, J. C. N. et al. Thimerosal changes protein conformation and increase the rate
of fibrillation in physiological conditions: Spectroscopic studies using bovine serum
albumin (BSA). International Journal of Biological Macromolecules, n. 2017, p.
#pagerange#, 2018.

SHINDE, K. N. et al. Phosphate Phosphors for Solid-State Lighting. v. 174, p. 41-60,
2012.

TOMCZAK, N. et al. Designer polymer-quantum dot architectures. Progress in Polymer
Science (Oxford), v. 34, n. 5, p. 393-430, 2009.

VALE, B. R. C. et al. EFEITO DA ESTRUTURA MOLECULAR DE LIGANTES DE
SUPERFICIE EM PONTOS QUANTICOS DE CdTe DISPERSOS EM AGUA. v. X, n.
00, p. 1-8, 2014.

WILLIAM SLIKKER. Thimerosal Nomination to the National Toxicology Program
Review of the Literature April 2001. n. April, 2001.

XIA, Y. S.; CAQO, C.; ZHU, C. Q. Selective detection of mercury(ll) and copper(Il) based
on the opposite size-dependent fluorescence quenching of CdTe quantum dots. Chinese
Journal of Chemistry, v. 25, n. 12, p. 1836-1841, 2007.

YAO, J. et al. Detection of femtomolar proteins by nonfluorescent ZnS nanocrystal
clusters. Analytical Chemistry, v. 84, n. 3, p. 1645-1652, 2012.

YEPSEN, O. et al. Photocatalytic degradation of thimerosal in human vaccine’s residues
and mercury speciation of degradation by-products. Microchemical Journal, v. 121, p.
41-47, 2015.

ZHANG, F. et al. A one-step colorimetric method of analysis detection of Hg2+ based on
an in situ formation of Au@HgS core—shell structures. The Analyst, v. 136, n. 13, p.
2825, 2011.

ZHAO, A. et al. Recent advances in bioapplications of C-dots. Carbon, v. 85, n.
December, p. 309-327, 2015.

ZHONG, J. et al. Synthesis, characterization, and third-order nonlinear optical properties
of copper quantum dots embedded in sodium borosilicate glass. Journal of Alloys and
Compounds, v. 537, p. 269-274, 2012.

ZHUANG, J. et al. Synthesis of water-soluble ZnS: Mn2+ nanocrystals by using
mercaptopropionic acid as stabilizer. Journal of Materials Chemistry, v. 13, n. 7, p.
1853, 2003.



7. Anexos

Tabela S1. Avaliacdo da concentracdo do QDs - ZnS.
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Concentragdodo  Sinal do Faixa (Fo-F)/Fo=aC+b

QDs (10*mol L")  branco  linear pg/L  a (x1000) b (x1000) r
6,15 525 0-100 2,84 £ 0,07 0,63 0,9988
4,92 435 0-100 2,64+0,18 7,00 0,9926
4,10 355 0-100 3,38+ 0,35 22,1 0,9895
3,07 284 0-100 4,6 +0,28 14,2 0,9962
2,05 201 0-75 6,23+ 0,7 29,8 0,9880

Fonte: Autor, 2018.
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