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RESUMO

Ferrari, Giovana Arrighi, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2019.
Determinacio espectrofotométrica de deltametrina empregando nanoparticulas de prata.
Orientador: Renata Pereira Lopes Moreira. Coorientadores: André Fernando de Oliveira e
Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira.

Os piretroides sdo uma classe de pesticidas muito utilizada no mundo todo devido a sua baixa
toxicidade aos seres humanos e mamiferos em geral. Todavia, o seu uso indiscriminado traz
sérias consequéncias, uma vez que sdo altamente toxicos aos organismos aqudticos € insetos
polinizadores. Tendo em vista a contamina¢ao de ecossistemas por piretréides, como reportado
na literatura, o presente trabalho propde um método colorimétrico, que pode ser usado in situ,
para determinagdo de deltametrina em sistemas aquosos por suspensdes de nanoparticulas de
prata (NPs Ag). As NPs Ag foram caracterizadas e tiveram a sua sintese otimizada. As NPs Ag
foram caracterizadas por Espectroscopia de Absor¢do Molecular Ultravioleta e Visivel,
Espalhamento Dindmico de Luz, Microscopia Eletronica de Transmissdo, Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier e Potencial Zeta. A banda de ressonéncia
plasmonica de superficie em 400 nm, caracteristica das suspensdes de NPs Ag, foi identificada.
O tamanho das NPs Ag foi de 11 * 3 nm, as quais apresentaram carga superficial negativa
variando de —4,1 + 0,5 mV (pH 2) a —48 + 3 mV (pH 10). As NPs Ag sintetizadas na auséncia
de luz, com o borohidreto recém preparado e submetida a agitacdo constante por duas horas
foram as que se fizeram reprodutiveis. O método de determinagdo de deltametrina foi validado,
sendo a faixa linear de trabalho de 1,25-12,5 mg L' (R?>>0,9645). O método apresentou uma
boa veracidade, com recuperacdes entre 80—120% e repetitividade inferior a 20%, exceto no
primeiro nivel avaliado (2,5 mg L'!). A precisio intermediaria foi inferior a 20%. Os limites de
deteccdo e quantificacdo foram, respectivamente, 0,17 e 0,51 mg L!. O método foi seletivo e
aplicado em amostra auténtica de dgua tratada, que teve os limites de deteccao e quantificacao
ligeiramente superiores (0,35 e 1,07 mg L, respectivamente). Diante dos resultados obtidos,
foi possivel desenvolver um método colorimétrico empregando NPs Ag para detec¢do de

deltametrina, que se destaca devido a possibilidade de fazer anélises in situ.

Palavras-chave: Piretroides. Cipermetrina. Spot test. Ressonincia plasmonica de superficie.



ABSTRACT

Ferrari, Giovana Arrighi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2019.
Spectrophometric determination of deltamethrin using silver nanoparticles. Adviser:
Renata Pereira Lopes Moreira. Co-advisers: André Fernando de Oliveira and Alvaro Vianna
Novaes de Carvalho Teixeira.

Pyrethroids are a widely used class of pesticides due to their low toxicity to mammals.
However, their indiscriminate use has serious consequences as they are highly toxic to aquatic
organisms and pollinating insects. Considering the contamination of ecosystems by pyrethroids,
as reported in the literature, the present work proposes a colorimetric method, which can be
used in situ, for determination of deltamethrin in aqueous systems by silver nanoparticle
suspensions (Ag NPs). Ag NPs were characterized, and their synthesis optimized. Ag NPs were
characterized by Visible Ultraviolet Molecular Absorption Spectroscopy, Dynamic Light
Scattering, Transmission Electron Microscopy, Fourier Transform Infrared Spectroscopy and
Zeta Potential. The 400 nm surface plasmon resonance band, characteristic of Ag NPs
suspensions, was identified. The size of Ag NPs was 11 + 3 nm, which presented negative
surface charge ranging from —4,1 + 0,5 mV (pH 2) to 48 £ 3 mV (pH 10). Ag NPs synthesized
in the absence of light with freshly prepared borohydride and constantly stirred for two hours
were reproducible. The deltamethrin determination method was validated, with a linear working
range of 1.25-12.5 mg L' (R*>> 0.9645). The method was reliable, and the recoveries were
between 80-120% and repeatability below 20%, except at the first level (2,5 mg L™).
Intermediate accuracy was below 20%. The limits of detection and quantification were,
respectively, 0.17 and 0.51 mg L'!. The method was selective and applied to an authentic sample
of treated water, which had slightly higher detection and quantification limits (0.35 and 1.07
mg L', respectively). Given the results obtained, it was possible to develop a colorimetric
method employing Ag NPs to detect deltamethrin, which stands out due to the possibility of

doing in situ analysis.

Keywords: Pyrethroids. Cipermethrin. Spot test. Surface plasmon resonance
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CAPITULO 1: Introdugdo, Revisdo Bibliografica e Objetivos

1 Introducao

A intensificagdo do uso de pesticidas no Brasil ocorreu em meados do século XX
durante a Revolu¢do Verde e perdura até os dias atuais. O uso de tais substancias é decorrente
de sua elevada eficiéncia no combate a pragas agricolas e urbanas. Além disso, do ponto de
vista econdmico, auxiliam na maior produtividade das planta¢des. Entretanto, o seu uso intenso
pode causar sérios problemas ao meio ambiente.

Atualmente, os pesticidas classificados como piretréides estdo entre os mais utilizados
no Brasil devido a sua baixa toxicidade aos seres humanos e mamiferos em geral. Apesar disso,
sdo altamente toxicos aos insetos polinizadores e organismos aquaticos. Nesse sentido, com o
intuito de detectar contaminagOes ambientais pelo uso de piretrdides, faz-se necessdria a
utilizacdo de técnicas de identificacdo desses compostos.

Dentro desse contexto, os métodos colorimétricos surgem como uma técnica promissora
na identificacdo de piretréides em sistemas aquosos, sendo o sinal positivo para presenca do
analito assinalada pela mudanca de coloragdo do sistema. Com a utilizacdo desses métodos, as
andlises podem ser realizadas in situ de forma ripida e possuem um custo inferior aquelas que
utilizam equipamentos mais sofisticados.

Os métodos colorimétricos empregando nanoparticulas de metais nobres, como o ouro
e a prata, t€ém ganhado destaque devido as seguintes caracteristicas desses metais: resisténcia a
corrosdo e oxidagdo, alta reatividade e propriedades Opticas, como a ressonancia plasmonica de
superficie (RPS). Embora as nanoparticulas de prata (NPs Ag) apresentem menor custo em
relacdo as nanoparticulas de ouro (NPs Au), a sua estabilidade e sua reprodutibilidade
configuram um grande desafio.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo desenvolver um método colorimétrico
empregando NPs Ag para identificagdo de piretréides (deltametrina) em sistemas aquosos.
Além disso, objetivou-se otimizar a sintese das NPs Ag e avaliar a sua estabilidade e
reprodutibilidade, na presencga e auséncia de agentes estabilizantes e investigar a agregacdo das

NPs Ag em contato com diferentes solventes proticos e aproticos.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Uso de agrotéxicos no Brasil

A utilizacdo de compostos com o intuito de controlar pragas agricolas ocorre ha mais
de 3000 anos'. Entretanto, a intensificagd@o e incentivo ao uso de agrotdxicos, especialmente em
paises emergentes como o Brasil, ocorreu apds a Revolucido Verde, em meados do século XX,
consolidando um marco na agricultura do pafs*“. Durante esse periodo houve um grande
estimulo a modernizacdo das praticas agricolas, visando aumentar a produ¢do por meio da
utilizacdo de maquindrio, irrigagio artificial, fertilizantes, agrot6xicos e produtos transgénicos>
4.

No contexto atual, o Brasil se destaca por ser um dos grandes consumidores mundiais
de agrotoxicos. Desde 2005, houve um aumento significativo da quantidade de agrotéxicos
registrados no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), como pode ser
observado na Figura 12°. Além disso, sdo intimeros os agrotéxicos que conseguem ser
registrados e liberados para o agronegocio brasileiro cuja toxidade varia de alta a extremamente
alta, de acordo com a classificacio da ANVISA (Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitéria).
Muitos desses agrotéxicos sdo proibidos em outros paises, como Estados Unidos e membros da

Unido Europeia’, devido aos impactos causados por esses produtos.
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Figura 1. Numero total de agrotéxicos registrados no Brasil no periodo de 2005 a 2019, até o
dia 16/09/2019. (Adaptado de Brasil®).
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Os agrotoxicos sdo muito eficazes para o aumento da produtividade e podem ser
divididos em inseticidas, herbicidas, acaricidas, formicidas, fungicidas, dentre outras,
combatendo, respectivamente, insetos, ervas daninhas, dcaros, formigas, fungos, além de
doencas de plantagdes e outros parasitas*’. Todavia, o uso indiscriminado desses produtos estd
intimamente relacionado com uma série de impactos ambientais como, por exemplo,
contaminacdo do solo, dguas superficiais e subterraneas, desequilibrios nos ecossistemas,
dizimacdo de polinizadores, contaminaco dos alimentos>*+3*.

O mecanismo de a¢@o dos agrotéxicos pode ser dividido em sistémicos e de contato. O
primeiro € aquele que ao entrar em contato com a planta, é absorvido e circula pela seiva de
modo a se distribuir uniformemente nos tecidos vegetais. O segundo € aquele que ao entrar em
contato com a planta, permanece em sua superficie, de modo a entrar em contato direto com o
alvo. Todavia, como o tecido vegetal € poroso, pode haver a absor¢do dos agrotoxicos de
contato pelos tecidos da planta”!?. Os principais grupos quimicos de agrotéxicos sdo os
organofosforados, piretrdides, clorociclodienos, metilcarbamatos de oxima, benzimidazdis,
carboximidas, dimetilditiocarbamatos e triazéis” .

Segundo um relatério publicado pela ANVISA em conjunto com dados coletados pelo
PARA (Programa de Andlise de Residuo de Agrotéxicos em Alimento), 0os grupos quimicos
organofosforados e piretréides lideram o uso irregular de agrotoxicos. Segundo dados da
ANVISA, tais compostos ultrapassaram a quantidade minima permitida para o residuo, além

de causarem prejuizos a0 meio ambiente ao redor das plantagdes'®.

2.1.1 Piretroides

Os piretroides sdo inseticidas de origem vegetal, extraidos de flores do género

=13 " sendo identificado pela

Chrysanthemum cinerariaefolium e Chrysanthemum cocineum
primeira vez em 1949, com o composto denominado Aletrina'!. O campo de aplicacdo dos
piretréides € bem amplo, podendo ser utilizado na agricultura, na medicina veterindria, em
campanhas em prol da saide publica, como no combate a dengue, no uso doméstico, dentre
outras'2,

Esse amplo espectro de atividade estd relacionado com a sua acdo rdpida, eficicia, baixa
toxicidade quando em contato com mamiferos ou aves e quando comparados a outros

12715 Devido a esses fatores, os piretréides tem substituido inseticidas com

agrotoxicos
toxicidade mais elevada nas planta¢des agricolas, como organofosforados, organoclorados (uso

proibido ou restrito no Brasil) e carbamatos'>.
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Todavia, ainda que os piretréides apresentem essas vantagens em relacdo aos outros
inseticidas, o seu uso tem intensificado os riscos de polui¢do no solo e nos ambientes aquéticos.
Também podem aumentar o risco de intoxicacdo dos trabalhadores rurais expostos aos

£ iancl2,14,15 e . A .
agrotoxicos . A exposi¢do prolongada e excessiva aos piretréides, as quais podem ocorrer
por absor¢do cutdnea ou ingestdo, podem desencadear nos humanos tlceras bucais, aumento de
secrecoes, vomito, dores abdominais, tonturas, dores de cabeca e em casos mais graves,

~ 11’12 , . . P ~ L . .
convulsdes e coma . Além disso, os piretroides sdo altamente tOxicos para insetos
polinizadores e organismos aqudticos, como 0s crusticeos e peixes, causando uma série de
efeitos neurotoxicos nesses animais, podendo causar um desequilibrio nesses
ecossistemas! 1121416,

Pode-se ver na Tabela 1 algumas informacdes dos piretréides mais comuns para o
controle de insetos nas agriculturas, agropecudrias e ambiente doméstico atualmente. Dos

piretréides amplamente utilizados, aqueles que se destacam devido ao seu uso intenso e por

serem altamente téxicos para os organismos aqudticos s3o a deltametrina e a cipermetrina'?.

Tabela 1. Pesticidas piretréides mais comuns em suas principais aplica¢des, formula molecular,
massa molar e estrutura.

Mass
. Principal Férmula a
Composigao aplicacdo molecular Molar Estrutura
g/mol
oH, HoC_ CHs CHj,
- o CH
Aletrina PeSt}CI.da Ci19H2603 302,4 HSC)\A( \é/v ?
doméstico 8
N\
o}
HsC  CH,
Bifentrina L oouodt 0 HL,CIR0, 4229 ‘
agricola O
CHs
N
et |
Cifenotrina  LoUCda o HiNOs 3755 | ” o 0\©
agricola
HyC CHy
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Composicao

Principal
aplicacdo

Foérmula
molecular

Mass

Molar
g/mol

Estrutura

Cipermetrina

Cyflutrina

Deltametrina

Fenpropatrin

a

Fenvalerato

Permetrina

Praletrina

Transflutrina

Pesticida

agricola e

veterinari
0

Pesticida
doméstico

Pesticida

doméstico

, agricola
e

veterinari
0

Pesticida
agricola e
doméstico

Pesticida
agricola

Pesticida
doméstico
e
veterinari
0

Pesticida
doméstico

Pesticida
agricola

C22H19CIbNO3

C2H1sC1L,FNO
3

C2oH19Br2NO3

C22H23NO3

Ca5H20CINO3

C21H20C1203

Ci9H2403

Ci5H12CLF402

416,3

4343

505,2

3494

419,9

391,3

300,4

371,2

Tl

HoC CHy

N
Cl Cl | |
o
| 0
: U
HsC  CH, F
N
Br Br | |
o)
| | o
| @
HsC  CHg

HiC  CHj

T©©

Cl

o ="
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2.1.1.1 Deltametrina

A deltametrina € um piretréide sintético, composto por oito estereoisOmeros e
classificado como um inseticida de contato nos alvos biolégicos!’. Este composto foi
descoberto na década de 70 e € muito utilizado no Brasil nas culturas de abacaxi, algodao, alho,
batata, arroz, soja, dentre outras e também no controle de ectoparasitas em uso doméstico e
veterindrio! > 13151718,

A grande utilizacdo da deltametrina é destacada pela baixa toxicidade a mamiferos e
aves, além da baixa persisténcia no meio ambiente. Porém, é altamente toxica as abelhas e aos
organismos aquéaticos, o que a torna um poluidor em potencial aos ecossistemas contento esses

animais'>!>1%1 " Algumas informacdes relevantes sobre este composto sdo apresentadas na

Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas da deltametrina.

Caracteristicas fisico-quimicas da Deltametrina

Férmula molecular C22H19Br2NO3
Massa molar 5052 ¢ mol™!
Ponto de fusao 98 °C
Ponto de ebuli¢do 300 °C
Aparéncia Sélido, p6 brando cristalino, inodoro
Baixa solubilidade em dgua (< 0,002 mg L' a 25
Solubilidade 0

Solavel em acetonitrila, diclorometano, acetona,
benzeno e isopropanol

A absorc¢do da deltametrina por seres humanos pode ocorrer de forma cutanea, inalacao
ou por meio de ingestdo. Essa absor¢do pode desencadear reagdes adversas como irritacao
cutanea, ocular, reacdes alérgicas, como por exemplo, alergia no trato respiratorio. Além disso,
o contato com a substancia ativa na pele lesada, por feridas ou queimaduras, pode desencadear
patologias gastrointestinais e neurotéxicas'”!°. Entretanto, de um modo geral, o composto &

metabolizado rapidamente pelo organismo, sendo a maior parte excretada dentro de 24 horas.
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2.1.1.2 Cipermetrina

A cipermetrina € um piretroide sintético, constituido por oito estereoisdmeros, sendo
que seu emprego alcangou notoriedade na década de 70. Seu modo de acdo envolve o contato
nos alvos bioldgicos nas producdes de algodado, arroz, batata, café, tomate, dentre outros?°,
Também pode ser utilizado no tratamento de piolhos aquaticos, 1as de ovelhas e no combate a
ectoparasitas na medicina veterindria'2.

Sua intensa utilizacao é devida a baixa toxicidade quando em contato com mamiferos e
aves. Porém, assim como a deltametrina, € altamente prejudicial aos organismos aquéticos e
insetos polinizadores. Nesse sentido, faz-se necessario o controle de sua utilizacdo a fim de
evitar problemas a esses ecossistemas?!2. Pode-se ver algumas informacdes relevantes sobre o

composto na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas da cipermetrina.

Caracteristicas fisico-quimicas da cipermetrina

Férmula molecular C22H19CINOs3
Massa molar 4163 ¢g mol™!
Ponto de fusao 81,3 °C
Aparéncia Semissolido viscoso, cristalino, inodoro
Baixa solubilidade em 4dgua (< 0,004 mg L' a 20 °C)
Solubilidade Solivel em metanol, etanol, acetonitrila, acetona,

cloroférmio, diclorometano e hexano

Quando ocorre o contato direto entre cipermetrina e os seres humanos, o principio ativo
€ metabolizado rapidamente e, grande parte, excretado pelo organismo em 48 horas. A absorcdo
pode ocorrer por meio da pele ou ingestdo, sendo essa dltima mais prejudicial. As intoxicagdes
sd0, em sua maioria, assintomdticas. Entretanto, individuos com problemas respiratorios
cronicos e criancas, podem apresentar irritacdes no trato respiratorio. Trabalhadores rurais, ou
pessoas expostas a uma grande quantidade do produto, podem desenvolver irritacdes cutaneas
e ocular, problemas respiratérios, problemas neurot6xicos e, em casos mais graves, coma?’,

Nesse sentido, a intensificacdo do uso de piretréides € muito prejudicial aos
ecossistemas em que sdo inseridos, por serem altamente toxicos aos organismos aquéticos e aos
insetos polinizadores, dando origem a desequilibrios ambientais. Ainda, podem acarretar o

desenvolvimento de problemas de satde aos seres humanos, especialmente aqueles que mantem

contato direto com o produto. Assim, a sua deteccdo nos meios aquaticos € de suma importancia
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para evitar ou atenuar contaminagdes ambientais e, consequentemente, o desaparecimento de
espécies de animais essenciais para seus ecossistemas.

Nessa perspectiva, os métodos colorimétricos empregando NPs Ag surgem como um
método alternativo para a identificacdo desses compostos em sistemas aquosos. Além disso,
sistemas empregando NPs Ag vém ganhando destaque por se tratar de um método rapido,
robusto, de baixo custo quando comparado a técnicas convencionais de andlise, e podem ser

utilizados para fazer andlises in situ.
2.2 Colorimetria

As medidas que analisam a interacdo da radiacdo com a matéria sdao objeto de estudo da
espectroscopia®>?*. Dentro desta, temos a colorimetria que € um método baseado na absor¢io
de luz, no intervalo do espectro eletromagnético correspondente ao comprimento de onda de

124

400-700 nm, a regido do visivel”™. Pode-se ver na Figura 2 o espectro eletromagnético, com

destaque para a regido no visivel.

LTITNVAVAVAVAVAVAVAVA VA VA VA VA VA WA WA A b

f 1022 Hz 1029 Hz 10** Hz 10 Hz 102 Hz 108 Hz 102 Hz
Raios Gama Raios-X uv Infravermelho Micro-ondas Ondas de Radio
A 107 m 1072 m 107 m 10™*m 10°m 10°m
Visivel
A 400nm 500 nm 600 nm 700 nm

Figura 2. Espectro eletromagnético evidenciando a regido do visivel (Adaptado de Queiroz,
2001%)

A técnica colorimétrica € fundamentada em medidas de cor ou radiagdo luminosa
absorvida por um sistema®®. Por meio da interacdo da luz com a matéria, pode-se detectar a
presenca (método qualitativo) ou determinar a concentracdo (método quantitativo) de um
analito em uma solu¢io?*?%. Tendo em vista que um composto colorido absorve seletivamente
os comprimentos de onda da regido do visivel, a cor resultante observada pelo olho humano é
a chamada de cor complementar?’ 2’

As cores complementares sao classificadas como pares de cores que, quando misturadas

ou combinadas, correspondem a um estimulo acromético de cor, produzindo tons na escala de

cinza?®3%. De um modo geral, em um circulo cromatico, considerando a teoria do modelo RGB
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(do inglés — red, green and blue), as cores complementares sao aquelas que se posicionam em
direcdes praticamente opostas uma da outra?’ 3,

Técnicas empregando métodos colorimétricos sao consideradas técnicas qualitativas de
baixo custo quando comparados a andlises instrumentais. Além disso, podem ser empregadas
como técnicas preliminares, de simples execucdo, reprodutiveis, robustas, confidveis e que,
muitas vezes, podem ser utilizados para fazer andlises in situ por meio de equipamentos
portateis’!.

A técnica colorimétrica empregando a nanotecnologia surge como uma tecnologia
promissora no campo da detec¢iio de contaminantes emergentes em matrizes aquosas’>>>. Por
exemplo, na detecgio de drogas ilicitas, em matrizes complexas®* ¢, de pesticidas e antibi6ticos
em matrizes aquosas, dentre outras’?333740 A deteccdo desses compostos pode ser feita por
meio de nanosensores, que promovem a mudanca de cor de uma solucio ao detectar a presenca

de uma substincia3?333641:42,

2.2.1 Nanomateriais

Os nanomateriais surgiram como uma tecnologia multidisciplinar no século XX e, desde
entdo, vem ganhando enfoque nas pesquisas, promovendo avangos cientificos e tecnolégicos
em todo o mundo** . Sdo compostos que possuem pelo menos uma de suas dimensdes na
escala nanométrica (10 m)*. Nos dias atuais a sua aplicagio se enquadra em diferentes ramos
tais como constru¢do de nanosensores, nanochips, remediacdo ambiental, industria
farmacéutica, eletronica, medicina, entre outras*+*743,

Eles possuem propriedades distintas das propriedades de seus macro e micromateriais
correspondentes, como as propriedades elétricas, mecanicas, Opticas, magnéticas e a
reatividade*®. Devido ao menor tamanho, sua drea superficial por volume é maior, tornando-os
mais reativos*+ 46495,

As nanoparticulas de metais nobres, como prata e ouro, dispersas em sistemas coloidais,
possuem propriedades Opticas interessantes devido aos elétrons livres encontrados em sua
superficie. Tais elétrons promovem o fendmeno denominado ressondncia dos plasmons de
superficie (RPS), que gera oscilagdes dos elétrons de conduc@o e promove efeitos visuais de
mudancas de cor**#8-1,

Essas suspensdes coloidais de nanoparticulas de prata e ouro, quando associadas com

matrizes especificas, sio chamadas de nanosensores e ao interagirem com o analito promovem

interagdes especificas, com uma alta capacidade de reconhecimento molecular’®. Os
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nanosensores consistem em uma tecnologia alternativa que permitem andlises rdpidas,

eficientes e de baixo custo, além de usar pequenas quantidades de amostras do material*® e sdo
uteis para a detec¢do de diversos analitos em sistemas aquosos, como antibiéticos, mercurio,

pesticidas, drogas de abuso, dentre outros como mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Nanosensores de prata e ouro utilizados na identificacdo de diversos analitos em
diferentes matrizes.

Nanosensores Analito Matriz Referéncia
NPs Ag Antibiético — Fluoroquinolonas Aquosa Moraes et. al.??
NPs Ag Hg** Aquosa Wang et. al.*
NPs Ag Cré* Aquosa Ravindran et. al.’’
NPs Ag Pesticida — Optunal Aquosa Xiong et. al.*®
NPs Ag Pesticidas fosforados Aquosa Shrivas et. al.*°
NPs Ag Cocaina Saliva Andreou et. al.*
NPs Au Pesticida — Acetamiprido Aquosa Xu et. al.*’
NPs Au Cocaina Impressao digital Liet. al.>
NPs Au Cocaina Sangue Abnous et. al.>*
NPs Au Opiodides Urina Mohseni et. al.*

NPs AuAg Cocaina e metanfetamina Urina Mao et. al.>®

2.2.2 Ressonancia Plasménica de Superficie (RPS)

Uma das mais importantes propriedades Opticas apresentadas pelas suspensdes de
nanoparticulas sintetizadas a partir de materiais nobres € a chamada ressonancia plasmodnica de
superficie (RPS)*#81:5758 () fendmeno consiste na absorcdo da radiaciio eletromagnética e
oscilagdo dos elétrons de conducdo ou plasma*®. A defini¢do de plasma consiste em particulas
eletricamente carregadas por fons positivos e negativos, totalizando em carga nula. Devido as
cargas presentes, o plasma é fortemente influenciado por campos elétricos e magnéticos>>.
Como compostos metdlicos possuem elétrons livres em sua banda de condugao, facilmente
interagem com fons positivos, gerando o plasma de superficie.

De um modo geral, a ressonincia € um fendmeno fisico que ocorre quando um sistema
absorve energia por meio de uma excitacdo externa com frequéncia igual a sua frequéncia

485961 " Quanto mais energia o sistema absorve, mais aumenta a sua

natural de vibracdo
amplitude de vibragdo®'. Além disso, a energia a ser absorvida deve ser continua e periédica.
Como resposta a absor¢do de energia elétrica continua, os elétrons de condugdo passam

a vibrar mais intensamente, aumentando sua amplitude vibracional, no ritmo de sua frequéncia
30



CAPITULO 1: Introdugdo, Revisdo Bibliografica e Objetivos

natural de vibragdo e em ressonancia com a luz incidente comportando-se, assim, como um
oscilador harménico®®. Consequentemente, h4 uma redistribuicio de cargas, aumentando a
densidade eletronica em uma extremidade da banda de conducao e diminuindo na extremidade
oposta®-%. Essa redistribuicdo cria um campo elétrico resultante dentro e fora da nanoparticula,
na direcdo oposta ao campo elétrico incidente. Esse fenomeno é o chamado ressonancia

plasmonica de superficie’®®°. Pode-se ver na Figura 3 uma representacio da ressonincia

plasmonica de superficie.
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Figura 3. Esquema de interacdo de luz eletromagnética com a superficie da NPs metélicas,
ocorrendo o fendmeno ressonancia plasmdnica de superficie (Adaptado de Garcia et. al.”®).

2.2.3 Nanosensores de prata

As suspensdes coloidais de nanoparticulas de metais nobres, como ouro e prata, tem
atraido a atencdo de pesquisadores no mundo todo, devido a resisténcia a corrosio e
oxidagao>>#A4648.51.62.63 ' também devido as suas propriedades 6pticas, como a RPS, responsavel
pela banda de ressonincia plasmonica no espectro UV/Vis, decorrente dos elétrons de
conducdo, a qual proporciona propriedades de sensor as suspensdes coloidais das NPs*43,

Segundo Martins et. al.*® a utilizacdo de nanoparticulas de prata coloidal é datada desde
periodo romano, século IV d.C., para fins decorativos, em que se tem o Célice de Licurgo
(Figura 4), que se encontra exposto no museu britanico (British Museum), localizado em
Londres. O célice possui como matriz um vidro, e a cor observada é dependente do angulo de
incidéncia da luz em sua superficie. Quando a luz incide sobre o cdlice em condi¢des normais
de iluminacdo, ela sofre o fendmeno de reflexao pela superficie, e o célice apresenta-se na cor

verde. Quando a luz sofre o fendmeno de transmissdo, ou seja, quanto o célice € iluminado a

partir de seu interior, a cor resultante no vidro é vermelha. Esse fendmeno 6ptico ocorre devido
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as nanoparticulas de ouro e prata, na ordem de 50 nm, dispersas na matriz vitrea do cdlice. Na

Figura 4 sdo mostrados os dois estdgios de iluminagdo do célice.

Figura 4. Cilice de Licurgo exposto no museu britanico British Museum, localizado em
Londres confeccionado com nanoparticulas de ouro e prata dispersas. A) Coloracao esverdeada
do vidro decorrente da reflexdo da luz. B) Coloracdao avermelhada do vidro decorrente da
transmissdo da luz (Adaptado de Martins et. al.*%).

Entretanto, devido ao maior custo para sintese das nanoparticulas de ouro, as

nanoparticulas de prata (NPs Ag), também conhecidas como nanosensores de prata, vem

44,45,57,62,63

ganhando cada vez mais espago . As NPs Ag possuem algumas propriedades

63-66

interessantes, como atividade antibacteriana® %, antiviral®*%,

64,65
b

antifingica boa

condutividade®?, efeito catalitico®?, propriedades de sensor’>**, dentre outras. Além disso, a cor
da sua suspensdo coloidal, que é bem diferente da prata metdlica, é dependente de sua

morfologia bem como o fendmeno RPS. Nesse sentido, o controle de sua forma e tamanho é

muito importante no momento da sintese das NPs Ag324448.62,

H4 diversas estratégias para a sintese de NPs Ag, como reducdo quimica dos fons

44,45,57,63

prata 48,63

48,63 48,63

, formacdes fotoquimicas™"’, radioliticas e biogénicas™’. Entretanto, o

método da redugdo quimica € o mais utilizado, sendo o borohidreto de s6dio o redutor mais

el,npregado44,45,57,63

. Os parametros determinantes para definir qual das técnicas € mais
apropriada para a sintese das NPs Ag é dependente da reprodutibilidade requerida, assim como
distribui¢dio de tamanhos, morfologia, entre outros>2.

Na sintese de NPs Ag, conta-se com um excesso do redutor borohidreto, de modo a
estabilizar a suspensdo coloidal de NPs Ag**®. Assim, o excesso dos dnions promove uma
solvatacdo nas recém formadas nanoparticulas de prata, tornando-as mais estdveis devido a

estabilizacdo eletrostdtica’>*. Pode-se ver na Figura 5 um esquema da estabilizacdo das NPs

Ag pelos fons borohidreto.
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Murphy et. al.%? sintetizaram NPs Ag via reducdo quimica com NaBH4 e obtiveram
suspensoes com diferentes tamanhos de NPs Ag (Figura 6). Consequentemente, cada uma das
suspensoes apresentava coloragdes distintas, bem como a banda de ressonancia plasmonica no
espectro de absor¢do UV/Vis. Pode-se observar que o menor tamanho das NPs Ag apresentou
uma coloracdo amarela clara (Figura 6B) com um pico da banda de RPS em 400 nm. O maior
estdgio de agregacdo (Figura 6B) apresentou uma coloracdo preta da suspensdo e uma
diminui¢do do pico da banda de RSP em 400 nm, bem como um deslocamento batocromico,

caracteristico da agregacao das NPs Ag.
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Figura 5. Esquema de estabilizacdo das NPs Ag a partir do redutor borohidreto de sédio
45
)

(Adaptado de Solomon et. al.

1.4 -

Absorbancia / u.a.
e o 2
ro S N
1 1 1

0 T T T ‘. ‘Iﬂ
200 400 600 800 1000
Comprimento de onda / nm

Figura 6. (A) Espectro de absorcao UV/Vis para diferentes suspensdes de NPs Ag, com
diferentes estdgios de agregacdo (B) Imagem das suspensdes de NPs Ag com diferentes estagios
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£ [Pl

de agregacdo, onde “a” € o menor tamanho de NPs Ag e “g” o maior (Adaptada de Murphy et.
al.®?).

Solomon et. al.* avaliaram a estabilidade das NPs Ag variando a razdo de concentracio
inicial BH4/Ag" ([NaBH4)/[AgNO3] = 1,8; 1,9; 2,0; 2,1). Eles obtiveram a prata coloidal em
diferentes estdgios de agregacdo, sendo que apenas a suspensdo cuja razao
[NaBH4]/[AgNO3]=2, permaneceu estdvel, com a coloragdo amarela e o comprimento de onda
méaximo da banda de RPS igual a 400 nm. A suspensdo com estigio de agregacdo mais
avangado, apresentou-se na colora¢do violeta, apresentando uma diminuicdo da banda de
ressonancia plasmonica em 400 nm, bem como um deslocamento batocromico. Na Figura 7 sdo
mostrados o espectro de absorcdo UV/Vis para a suspensio estdvel de NPs Ag (Figura 7A),
bem como para a suspensdo em um estdgio mais avancado de agregacdo (Figura 7B). Sdo
mostrados também a imagem das suspensdes do inserto, bem como a imagem obtida por MET

da suspensdo estavel.
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Figura 7. Espectro de absor¢cdo UV/Vis das suspensdes de NPs Ag. (A) Suspensdo estdvel,
formato esférico, razao de concentracdo inicial [NaBH4]/[AgNOs] igual a dois. (B) Suspensao
em um estagio de agregacdo mais avancado. Inserto: (A) Suspensdo de NPs Ag estavel, bem
como sua imagem de MET com NPs Ag no formato esférico; (B) Suspensdo de NPs Ag
agregada (Adaptado de Solomon et. al.*)

As NPs Ag sintetizadas pelo método da redu¢do quimica, embora seja o método mais
comum, apresentam uma limitacdo quanto a sua reprodutibilidade. Muitas vezes, quando
sintetizadas na auséncia de um agente estabilizante, elas facilmente se agregam, formando
aglomerados de prata, inviabilizando a sua aplica¢io®=7%*, De modo a tentar eliminar esse

problema, muitos autores fazem uso de agentes estabilizantes no momento da sintese das NPs
AgH45.57.63
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2.2.3.1 Estabilidades das suspensoes de NPs Ag

Agentes estabilizantes de suspensdes de NPs Ag sdo compostos que ddo origem a uma

camada protetora nas NPs Ag, impedindo a sua aglomeracio e crescimento®. Os estabilizantes

podem ser aplicados a matrizes aquosas, solventes organicos, filmes finos e podem ter origem

diversas. Entretanto, os que s@o comumente utilizados para proteger as NPs Ag sdo os

polimeros, surfactantes, carboidratos, aminas, tidis, dentre outros>>>6367-% Na Tabela 5 sdo

mostrados alguns exemplos dos estabilizantes comumente utilizados.

Tabela 5. Agente estabilizantes utilizados para a estabilizac@o das suspensdes de NPs Ag e NPs

Au.
NPs* Nome Classe Estrutura Ref.
. Verkhovs
Ag Agarose Carboidrato Kii et. al.’
Ag Carboximetilcelulose Carboidrato Ve rkhOV6S7
kii et. al.
Ag Citrato de Sodio sal Pt
A Dodecil Sulfato de S6dio  Surfactante Song et.
& (DSS) anidnico al.®
0
. O (J\OH
Acido T
Ag etilenodiaminotetracético q‘tggﬁ; NN MOZ??QI e
EDTA )
(EDTA) Hof N
0
Hs
f i i Wang et
Ag Glutationa (GSH) Tripeptideo HOWNH N“JLOH a3 '
NH, o]
(0]
L1 \ Verkhovs
Ag Oleato de sodio Sal HBCWSJ\O— N ki er al o
¢ e CHg Melo
Ag Alcool polivinilico Polimero Hsc’[/\r:n’n Junior ef.
(PVA) OH al®8
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NPs* Nome Classe Estrutura Ref.
\

Polivinilpirrolidona . N —0 Yu et.

Ag (PVP) Polimero MCHs al.7
n
H30\N/0H3

Au Dimetilaminopiridina Amina AN GZKZ;E?H
=

Derivados do tiol

(Fulerenotiol, . . Thomas
Au dodecanotiol, dentre Tiol R—SH et. al.”?
outros)

*NPs — Nanoparticulas.

Em 2005, Song et. al.® estudaram a estabilidade das NPs Ag sintetizadas em diversas
razdes de concentracdo inicial de NaBH4/AgNO3; e DSS/AgNOs. Em ambos os ensaios, a
concentracdo inicial do AgNOs foi mantida constante em 1 mmol L. Para o estudo do efeito
da razdo DSS/AgNO:s, as razdes estudadas foram 0,5, 2, 5 e 20. Os autores observaram que a
medida que a razdo aumentava, a suspensdo mudava a coloracao de marrom para amarelo. Além
disso, para as razdoes DSS/AgNOs; iguais a 5 e 20, o mdximo da banda de ressonincia
plasmonica em 400 nm foi observado, confirmando a formagdo da suspensdao de NPs Ag. Em
outras razdes como 0,5 e 2, foi observado uma diminui¢io da banda de ressonancia plasmonica,
acompanhada de um deslocamento batocromico, evidenciando a agregacao das nanoparticulas.

Os autores Wang et. al.> estabilizaram as NPs Ag com GSH. Segundo os autores, a
suspensdo obtida foi seletiva na identificacdo de Hg?* em dgua, mesmo na presenca de outros
cations, como Cd?**, Zn**, Fe’* e Pb’>*. O método também apresentou alta sensibilidade,
detectando baixas concentragdes de Hg** no meio (0,02 ppb). Moraes et. al.* sintetizaram NPs
Ag, as quais foram estabilizadas com GSH para a deteccdo de antibidticos da classe das
fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina, em sistemas aquosos,
obtendo-se limites de deteccao de 132, 139 e 143 ng/mL e os limites de quantificagdo de 399,
423 e 433 ng/mL, respectivamente,. Além disso, nesse estudo, os autores propuseram um
esquema de interacdo do GSH com as NPs Ag, como pode ser observado na Figura 8.

Em 2010, Pinto et. al.’’ sintetizaram NPs Ag, via reducio com NaBH4 e estabilizando-
as com citrato, obtendo nanoparticulas esféricas na ordem de 5 nm. As suspeng¢des obtidas por

essa sintese permaneceram estaveis por um ano. Eles avaliaram a razao dos ions BHs/Ag*, e
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ndo conseguiram observar nenhuma influéncia significativa apés a sintese. Entretanto, ao
avaliar a condi¢do de armazenamento dessas suspensoes, eles observaram que apds um ano,
aquelas mantidas a temperatura ambiente, com excesso de prata em relagdo ao borohidreto,
sofreram uma mudanca dréstica em sua morfologia, forma e tamanho. Enquanto aquelas com
razdes maiores de BH4/Ag*, sofreram pequenas mudangas em sua morfologia. As suspensoes
armazenadas a 4 °C (geladeira) mantiveram-se estaveis, mesmo apds um ano, ndo alterando sua

morfologia, forma e tamanho.

Figura 8. Estabilizacdo das NPs Ag com GSH proposto por Moraes et. al.*>.

O EDTA foi estudado por Mondal et. al.®®. Em sua sintese, ao invés do redutor
convencional (NaBH4), eles utilizaram o EDTA incorporado com triptofano, formando um
conjugado de EDTA, sendo assim o triptofano atuou como agente redutor. O triptofano é um
aminoécido aromatico hidrofébico, nesse sentido, ao incorpord-lo ao EDTA, que € soluvel em
dgua, aumenta a solubilidade do conjugado, auxiliando a sintese de NPs Ag em meio aquoso e
evitando a adi¢ao de co-solventes para solubilizar o agente redutor. As NPs Ag obtidas por essa
sintese foram estdveis e possuiam o formato esférico, com didmetro de aproximadamente 20
nm e uma banda de ressonincia plasmonica em 400 nm. Eles aplicaram essa suspensiao na
detec¢do de baixas concentragdes biomoléculas, como adenina. Na Figura 9 tem-se o conjugado
EDTA-Triptofano.

179 sintetizaram NPs Ag estabilizadas com PVP e obtiveram nanoparticulas na

Yuet. a
ordem de 25,6 nm. Nesse trabalho, eles avaliaram os fatores naturais que afetavam a

estabilidade e validade das NPs Ag, como luz solar, matéria organica dissolvida, pH, presenca
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de fons (CI, S%, Ca**, Mg*"). Como resultado, eles observaram que a luz solar afeta a
estabilidade das NPs Ag, promovendo a sua agregacdo. Na presenca de matéria organica
dissolvida elas se mantiveram estaveis. A variacdo do pH, bem como na presenga dos ions, nao
alteraram o sistema. Também avaliaram a toxicidade das NPs Ag no meio ambiente, onde eles
reforcaram a necessidade de controlar e monitorar o descarte das NPs Ag, uma vez que elas
podem apresentar toxidade para muitos organismos aquéticos. Entretanto, vale ressaltar que no
estudo, a concentragio de NPs Ag em meio aquoso (1,02 mg L) foi superior ao encontrado

nos rios (30 - 320 ng L').
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Figura 9. Esquema da sintese do conjugado EDTA-Triptofano (Adaptado Mondal et. al.®®).

Nesse sentido, a utilizacdo de estabilizantes durante ou apds a sintese das suspensodes
coloidais de nanoparticulas podem aumentar a sua vida util, devido a estabilidade

proporcionada.
2.2.3.2 Presenca de co-solvente em suspensoes de NPs

O efeito das nanoparticulas de prata em contato com solventes diferentes da dgua tem
atraido bastante o interesse dos pesquisadores devido as propriedades de sensor das NPs Ag
quando em contato com o analito, ocasionados pelo fendmeno do RPS**!. Isso ocorre porque
muitos analitos sdo soliveis em solventes proticos (como metanol e etanol) ou apréticos (como
acetonitrila e acetona) e insoliveis ou parcialmente soldveis em dgua, como farmacos,

pesticidas, drogas de abuso. Nesse sentido, a utilizacdo dos co-solventes acarreta uma melhora
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na solubilidade desses compostos, auxiliando na sua identificacdo frente aos nanosensores.
Entretanto, devido a interagdo entre as NPs e os co-solventes, pode-se ocasionar em um
deslocamento da banda RPS*.

Além da mistura das suspensdes de NPs Ag com os co-solventes, muitos autores t€ém
optado pela sintese dos nanosensores com solventes organicos. Entretanto, essa sintese produz
nanosensores limitados a solubilidade do solvente**>!,

Ghosh et. al.>! avaliaram o comportamento da banda ressonincia plasmonica de uma
suspensao de nanoparticulas de ouro sintetizadas em solvente ndo polar (tolueno) e estabilizadas
com cloreto de piridinio na presenca de diversos solventes préticos e apréticos, como metanol,
propano-1-ol, octan-1-ol, ciclohexano, 1,4-dioxano, entre outros. Os autores observaram que o
maximo de absor¢do da banda de ressondncia plasmoOnica para as NPs Au é fortemente
influenciada pelo solvente e variaram de 520 a 550 nm, dependendo do indice de refracdo do
solvente. Na Tabela 6 e na Figura 10 evidenciam-se os resultados obtidos pelos autores.

Khan et. al.** avaliaram o efeito de solventes préticos (metanol e etanol) e apréticos
(acetonitrila, DMSO, DMF, 1,4-dioxano) sobre a banda de ressonancia plasmonica e tamanho
das NPs Ag estabilizadas com surfactantes. Os resultados foram interpretados em termos da
constante dielétrica, ponto de ebulicdo, ligacdes de hidrogénio, solubilizacdo e densidade
eletronica das NPs Ag com os solventes. Assim, foi possivel observar que a medida que se
aumentava a constante dielétrica da mistura, aumentava-se a absorbancia da regido de
ressonancia plasmonica observada no espetro UV/Vis. Eles também observaram uma
diminui¢do do tamanho das nanoparticulas a medida que diminuia o cardter hidrofébico dos
solventes préticos (etanol e metanol). As NPs Ag na auséncia dos solventes apresentavam um
tamanho de 79 nm e na presenca de 58 e 39 nm, respectivamente, para o etanol e metanol. Nesse
estudo, eles perceberam que o cardter hidrofébico, bem como a constante dielétrica dos
solventes influenciam na banda de ressonancia plasmonica das NPs Ag. Na Figura 11 sdo

mostrados os resultados obtidos pelos autores.

Tabela 6. Maximo de absorcdo das suspensdes de NPs Au sintetizada em tolueno em solventes
com diferentes indices de refracdo (Adaptado de Ghosh et. al.”").

Solvente Indice de refracio Amax (nm)
Ciclohexano 1,4262 519,5
Cloroférmio 1,4486 521,5

Tetra-hidrofurano 1,4072 526,0
Tetracloreto de carbono 1,4600 526,0
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Solvente Indice de refracdo Amax (nm)
Tolueno 1,4969 530,0
0-Xileno 1,5054 532.,0
Sulféxido de dimetilo 1,4790 542,0
1,4-Dioxano 1,4224 542,5
Acetonitrila 1,3441 545.,5
Dimetilformamida 1,4282 549,0
0.18 Ty 552-_
/ A _. Metanol 546 4
t':ui 012k "--.___. \ "'\_. Propan-1-ol
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Figura 10. (A) Banda de ressonancia plasmonica das NPs Au em diferentes dlcoois: Metanol,
propan-1-ol e octan-1-ol. (B) Dependéncia do maximo de absorcdo da banda de ressonancia
plasmonica das NPs Au em funcdo do tamanho da cadeia alcéolica (Adaptados de Ghosh et.
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Figura 11. (A) Efeito dos solventes proticos e apréticos sobre o espetro de absor¢do molecular
UV/vis das NPs Ag. (B) Efeito da constante dielétrica dos solventes no maximo da banda de

ressonancia plasmonica das NPs Ag. (Adaptado de Khan et. al.

44).
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2.3 Técnicas de caracterizacao para suspensoes coloidais

As técnicas utilizadas para a caracteriza¢do de suspensdes coloidais, como as de prata e
ouro sdo a Espectroscopia de Absor¢cdo Molecular UV/vis (EAM-UV/Vis), Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS — do inglés: dynamic light scattering), Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR — do inglés: Fourier-transform infrared
spectroscopy), Espectroscopia Raman e Potencial Zeta (). Dentre essas, destacam-se as trés

primeiras devido as suas amplas utilizagoes.
2.3.1 Espectroscopia de Absorcao Molecular UV/Vis (EAM-UV/Vis)

A EAM-UV/Vis é fundamentada pela lei de Beer-Lambert e, de um modo geral, baseia-
se em medida de absorcao da radiacdo eletromagnética na regido do espectro do ultravioleta e
da luz visivel (A =200 a 750 nm) pela matéria (Figura 4). Durante a exposi¢cdo de uma solugdo
a radiacdo, como por exemplo através da incidéncia de um feixe de luz monocromatico, parte
dessa luz é absorvida pelas moléculas e parte € transmitida. Essa relagdo entre a luz absorvida
e transmitida pelo analito esta diretamente ligada a sua concentracio, sendo possivel determina-

la através da Equagdo 12%%,

A = €bc Equacido 1

Em que A € a absorbancia, ¢ € a absortividade molar ou coeficiente de extin¢ao molar,
que é uma grandeza caracteristica do analito absorvente da radiacdo, ¢ € a concentragdo da

espécie absorvente e b é o caminho 6ptico percorrido pelo feixe.
2.3.2 Espalhamento Dindmico de Luz

O DLS € uma técnica que permite estimar o tamanho das particulas por meio da
interacdo entre a luz incidente e a matéria, medindo a intensidade da luz espalhada pela matéria
em funcdo do tempo e do angulo de espalhamento. Por meio de um programa calcula-se a
correlacdo de intensidade da luz espalhada pelo movimento browniano das particulas, obtendo-
se informacdes como distribuicdo de tamanhos, difusdo, raio hidrodindmico e dimensao das
particulas”>°. E uma técnica ndo invasiva, o que dispensa etapas de preparo da amostra, tais

como secagem e recobrimento além de fazer andlises em um curto intervalo de tempo’>.
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2.3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

O MET segue os mesmos principios basicos que o microscopio de luz convencional, no
entanto, utiliza um feixe de elétrons ao invés de uma fonte de luz’®. O comprimento de onda
dos elétrons (na ordem de 0,05 nm) € inferior ao da luz visivel (400 a 750 nm), fazendo com
que a resolucdo obtida via microscopia eletrdnica seja superior a obtida por microscopia 6tica.
Consequentemente, a magnificacdo alcancada, ou seja, o grau de aumento da imagem, ¢é
superior’®"7,

Assim, no MET o feite de elétrons é gerado, passa por uma coluna de vacuo e através
das lentes presentes no microscopio, € direcionado para a amostra, interagindo com ela por
meio de transmissdo’S. As amostras podem ser eletrodensas, quando contém elementos de maior
niimero atdmico, sendo identificadas pela formacdo de imagens em tons mais escuros’’. As
amostras compostas de materiais menos eletrodensos, formam imagens mais claras, o que pode
comprometer a visualizacdo de determinadas estruturas. Nesses casos, normalmente €
necessario a utiliza¢do de contraste negativo com reagentes como o tetréxido de 6smio”’.

No que concerne ao preparo das amostras, além do conhecimento da composi¢do do
material, a fim de verificar se 0 uso de contraste serd ou ndo necessario, ¢ fundamental que a
amostra seja pequena (na ordem de nandmetro ou micrometro). Existem varias técnicas de
preparo, a depender do tipo de amostra e a montagem € sobre uma grid (pequena tela de metal)

sobre a qual a amostra é colocada’”"’%.

2.3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

O FTIR € a técnica que se baseia no fato de que os &tomos que constituem uma molécula
apresentam diferentes modos vibracionais, translacionais e rotacionais. Assim, ao incidir uma
radiagdo eletromagnética sobre uma molécula, as radiacdes UV/vis causam transi¢cOes entre
dois niveis de energia, enquanto a radiacdo infravermelha, devido ao seu menor conteudo
energético, sua interacdo com a amostra € capaz de alterar os modos vibracionais e rotacionais
das moléculas” 8!,

A absorcdo de energia dos diferentes modos vibracionais na regido do infravermelho
pelas moléculas ocorre quando ha alteracio do momento dipolo dela e podem ter diferentes
intensidades, o que a depende do tipo de vibragio’*8%-82,

O espectro obtido informa a transmitancia (ou absorbancia) pelo nimero de onda (cm”

1), apresentando as bandas de absorcdo caracteristicas dos grupos funcionais presentes no
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composto®®8!. Além disso, no espectro eletromagnético, a regido do infravermelho compreende
o intervalo de 780 nm a 1000 um (14.290 cm™ a 200 cm™) e pode ser dividido em infravermelho
préoximo, médio e distante®®8!, Entretanto, nessa técnica a regido de interesse € o infravermelho

médio, que corresponde a faixa de 2,5 a 50 um (4.000 — 400 cm™!)3%8!,

2.3.5 Potencial Zeta

O Potencial Zeta € representado pela letra grega C e baseia-se na ideia de que as
suspensdes coloidais possuem uma carga elétrica presente em sua superficie® . A origem
dessa carga estd associada a dissocia¢ao ou ioniza¢do de compostos em solugdo, adsor¢cdao de
fons na superficie da particula ou através da sintese do material®* 8. Além disso, essa carga
superficial, afeta diretamente na dispersdo dos ions presentes na suspensdo, acarretando no
aumento dos contra ions junto a superficie, dando origem a uma dupla camada elétrica na
interface da suspensdo com as particulas presentes®> 5>,

Essa dupla camada se divide em duas regides: interna e externa®. Na primeira, regidio
interna (Stern), os ions presentes estdo fortemente atraidos pela superficie da particula. Na
segunda, regido externa (difusa), a atragdo dos fons € menos intensa e a sua distribuicido €
determinada pelo equilibrio entre as forcas eletrostaticas, que é um limitante®*®. O potencial
nesse limite, denominado de superficie de cisalhamento, é o Potencial Zeta®3 % Na Figura 12
representa € presentado o modelo da dupla camada do Potencial Zeta.

Dentro desse contexto, o Potencial Zeta avalia a magnitude da repulsdo ou atracio
eletrostdtica ou das cargas presentes em suspensdo. Esse fator estd associado a estabilidade da
suspensdo, quanto maior o valor em médulo da carga superficial, maior a sua estabilidade®>%4,

N3ao € possivel fazer uma medida direta do potencial Zeta e sim de pardmetros indiretos
e proporcionais ao potencial, como velocidade das particulas, através da relacdo entre eles®>®.
De um modo geral, incide-se um campo elétrico ao sistema e as particulas em suspensao,
carregadas eletricamente, irdo migrar para o eletrodo com carga oposta®>%*. A velocidade de
migragdo € diretamente proporcional a magnitude de sua carga e é chamada de mobilidade
eletroforética (Ug). Por meio desta, € possivel calcular o Potencial Zeta e a sua distribui¢cdo de

potencial. Todavia, o programa do equipamento, fornece diretamente o valor do potencial

Zetad38
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Camada Difusa

Superficie com carga positiva
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Distancia da superficie da particula

Figura 12. Modelo esquemitico do Potencial Zeta. (Adaptado de Malvern®’)

Na Tabela 7 sdo mostrados alguns estudos utilizando as técnicas supracitadas para a

caracterizacdo de suspensdes coloidais de prata ou ouro.

Tabela 7. Estudos de caracterizacdo de suspensdes coloidais de prata e ouro.

Técnica de

Nanoparticulas . Resultado Referéncia
caracterizagao
EAM-UV/Vis A=391 £2 nm
MET 26,0 £ 1,2 nm (MET) 36
NPs Ag DLS 36,8 5.2 nm (DLS) Fernando et. al.
Potencial Zeta -29,0+ 1,9 mV (0
EAMM%}W * A~ 400 nm
NPs Ag 13,8 + 5,3 nm (MET) Gallén et. al.®’
FTIR 51,81 3,01 mV ()
Potencial Zeta T
EAM-UV/Vis A =520 a 550 nm s1
NPs Au MET 6.0 + 0.2 nm (MET) Ghosh et. al.
EAM-UV/Vis A =420 nm
MET 62,4 £ 9,5 nm (MET) . 38
NPs Ag DLS 56 + 2 nm (DLS) Michna et. al.
Potencial Zeta —75a-42mV ({)
EAM-UV/Vis
MET A ~ 400 nm 69
NPs Ag MEV 20 nm Mondal et. al.
DLS
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Nanoparticulas Tecnlc.a de~ Resultado Referéncia
caracterizacao
FTIR
Raman
EAM-UV/Vis A ~ 400 nm By
NPs Ag DLS 38 nm Moraes et. al.
EAMI\;[II_EI}F7N 18 X ~ 400 nm
NPs Ag MEV 10a 15 nm (MET) Ravindran et. al.’’
59,1 nm (DLS)
DLS -30.61 mV
Potencial Zeta 61 mV (§)
NPs Ag EAM-UV/Vis A =390 2 420 nm
estabilizadas MET . 67
) 20 a 45 nm Verkhovskii et. al.
com diferentes MEV 17 +3mV (©)
polimeros Potencial Zeta £3mV (G
EAM-UV/Vis
NPs Ag MET 27‘ - 60&%? Wang et. al.®3
FTIR nm (MET)
EAM-UV/Vis
A ~ 400 nm .
NPs Ag MET Xiong et. al.*®
FTIR 4 a 8 nm (MET)
EAM-UV/Vis A ~ 400 nm
MET 25,6 £ 0,4 nm (MET) 70
Ps A ’ Yu et. al.
NPs Ag DLS 26,4 nm (DLS) wet. al
Potencial Zeta -33.0mV ({)
i/[/lg;l; 20,5 + 7,4 nm (MET)
NPs Ag DLS 20,47 nm (DLS) Yusuf et.al.%
—25,7mV (0)

Potencial Zeta
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Desenvolver um método colorimétrico empregando nanoparticulas de prata (NPs Ag)

para determinar de deltametrina em sistemas aquosos.
3.2 Objetivos especificos

Sintetizar as nanoparticulas de prata e caracterizd-las por meio de Espectroscopia de
Absor¢do Molecular UV/Vis, Espalhamento Dinamico de Luz, Microscopia Eletronica de
Transmissao, Potencial Zeta e Espectroscopia no Infravermelho;

Otimizar o processo de sintese de NPs Ag e avaliar a sua estabilidade;

Avaliar o uso de diferentes agentes estabilizantes na estabilidade da suspensdao de NPs
Ag;

Avaliar o efeito de agregacdo de NPs Ag em diferentes solventes, préticos e apréticos.

Validar o método analitico: Limites de deteccdo e quantificacdo, seletividade, faixa
linear de trabalho, exatiddo, repetitividade e precisdo intermedidria.

Avaliar a seletividade do método.
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4 Materiais e métodos

4.1 Padroes e reagentes

Os reagentes e padrdes utilizados para a realizacdo deste trabalho estdo listados na

Tabela 8. As solugdes foram manipuladas com dgua Tipo 1, obtida por um sistema de

purificagao Tipo 1 (Millipore).

Tabela 8. Reagentes utilizados nesse trabalho bem como sua marca e pureza.

Reagente Marca Pureza (%)
Nitrato de prata Neon 99,8
Borohidreto de sddio Neon 98.0
Acetonitrila Sigma-Aldrich 99,8
Deltametrina*® Sigma-Aldrich 99.0
Polivinilpirrolidona (PVP) Sigma-Aldrich 99,0
Acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) Dinamica 99,0
Glutationa Sigma-Aldrich 98.0
Citrato de sodio Sigma-Aldrich 99.0
Dodecil sulfato de sédio Sigma-Aldrich 99,0
Metanol Alphatec 99.8
Etanol LS Chemicals 99,7
Propanol Nuclear 99,9
Acetona Neon 99,6

*Preparada com o solvente acetonitrila ao invés de dgua Tipo 1.

4.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para andlises e caracterizacdo das suspensdes no presente

trabalho foram listados na Tabela 9.

Tabela 9. Instrumentacao utilizada no presente trabalho.

Equipamento Marca Modelo
Agitador Magnético SoLab SL 91
Balancga Analitica Shimadzu ATX224
Bomba de seringa Harvard Apparatus PHD 22/2000
Condutivimetro Digimed DM-32
Espalhamento Dindmico de luz Brookhaven Co. Sistema BI-2005M e

Espectrofotometro de Absor¢dao
Molecular UV/vis

Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier

Thermo Scientific

Varian

correlacionador TurboCorr

Evolution Array

660-FTIR
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Equipamento Marca Modelo
Espectroscopia Raman Renishaw inVia Raman microscope
Microscépio eletronico de transmissao Tecnai G2-12 FEI SpiritBiotwin 120kV
pHmetro Lab1000 mPA-210
Zetasizer NanoZS Malvern Instruments Zen 3600

4.3 Preparo das solucoes

As solucdes de nitrato de prata (1 mmol L") e borohidreto de sédio (1,5, 1,8, 2,0, 2,2,
2,5 mmol L) foram preparadas utilizando dgua Tipo 1 no dia das analises. As solu¢des estoque
de deltametrina e cipermetrina (500 mg L) foram preparadas com o solvente acetonitrila e
armazenadas no refrigerador a -4 + 2 °C. A soluc¢@o de cipermetrina foi preparada a partir de

uma solugio estoque mais concentrada (10000 mg L.
4.4 Sintese das nanoparticulas de prata

Todas as vidrarias utilizadas na sintese de NPs Ag foram previamente lavadas com dgua
corrente e apOs foram lavadas com uma solucg@o alcéolica de hidroxido de sodio 1,32 mol L',
enxaguadas em abundancia com 4dgua Tipo 1 e deixadas secar a temperatura ambiente em um

local reservado.

4.4.1 Metodologia A

A sintese das NPs Ag foi baseada na metodologia proposta por Melo Junior et. al.*?,

com algumas adaptagdes. Em um erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 75 mL de uma solugao
de borohidreto de sédio de concentragdo 2,0 mmol L. Essa solugo foi colocada em banho de
gelo por aproximadamente 15 minutos. Em seguida, o sistema foi colocado sob agitacdao
magnética (2 rpm), sendo adicionados 25 mL de uma solu¢do recém preparada de nitrato de
prata (1,0 mmol L. Essa solu¢do foi adicionada lentamente, 0,05 - 0,10 mL s! com o auxilio
de uma bureta. A solug¢do resultante foi analisada por Espectrofotometria de Absor¢do
Molecular UV/Vis para identificagdo do pico caracteristico da suspensdo de NPs Ag (400 nm).

A suspensdo de NPs Ag foi armazenada em frasco ambar e mantidas em geladeira a 4 + 2 °C.
4.4.2 Metodologia B — uso de agentes estabilizantes

A sintese de NPs Ag foi feita a partir de adaptagdes da metodologia proposta por Melo
Junior et. al.*® e Song et. al.®*. Uma aliquota de 30 mL de uma solugio de NaBH4 2,0 mmol L

! foi adicionada em erlenmeyer de 250 mL. Esse procedimento foi realizado em cinco diferentes
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erlenmeyers. Essas solugdes foram colocadas em banho de gelo por aproximadamente 15
minutos. Passado esse tempo, foram submetidos a agitacdo constante (2 rpm) por 5 minutos.
Em seguida, 2 mL de uma solucdo de estabilizante foi adicionada em cada frasco. Os
estabilizantes foram dodecil sulfato de sédio (DSS) >1636789 olytationa (GSH)*>¥, citrato de
s6dio®”7:6567  4cido  etilenodiaminotetraacético  (EDTA)®,  polivinilpirrolidona
(PVP)#:486470.90 - Ag solugdes dos estabilizantes estavam em uma concentragcio de 1% m/v,
exceto para PVP, cuja concentragdo era 0,3% m/v. Em cada frasco, foram adicionados 30 mL
de nitrato de prata (1,0 mmol LY. Um experimento controle foi realizado, isto €, o mesmo
procedimento foi realizado, porém sem adi¢do de estabilizante. As suspensdes de NPs Ag

obtidas foram armazenadas em frasco ambar e mantidas em geladeira a 4 + 2 °C.

4.4.3 Metodologia C - auséncia de luz

A sintese de NPs Ag foi baseada na metodologia proposta por Solomon et. al.®.

Preparou-se uma solucdo estoque de NaBH4 na concentracdo de 2,5 mmol L. A partir dessa
solucdo, foram preparadas outras 4 solucdes de NaBH4 nas concentragdes de: 2,2, 2,0, 1,8, 1,5
mmol L1, com o intuito de se obter diferentes razdes de concentraciio em relacdo a prata. Feito
isso, transferiu-se 75 mL de cada uma dessas 5 solucdes para 5 diferentes erlenmeyers,
devidamente identificados, os quais foram colocados em banho de gelo por aproximadamente
15 minutos. Passado esse tempo, 25 mL de nitrato de prata (1 mmol L") foi gotejado lentamente
(0,05 - 0,10 mL/s) com o auxilio de uma bureta e agitacdo constante (2 rpm) sobre cada uma
das solu¢des de NaBH4. Todo esse procedimento foi feito em ambiente ao abrigo de luz. As
suspensoes de NPs Ag obtidas foram armazenadas em frasco ambar e mantidas em geladeira a

4+2°C.

4.44 Metodologia C — adaptada

Nessa sintese de NPs Ag, baseada na metodologia proposto por Solomon et. al.*,

seguiu-se praticamente todo o procedimento descrito no item 4.4.3. Entretanto, o preparo das
solugdes de borohidreto de sddio foi feito exatamente antes de cada sintese das NPs Ag. Assim,
preparou-se a suspensdo de borohidreto de sddio, nas concentragdes de 2,5, 2,2, 2,0, 1,8, 1,5
mmol L', com o intuito de obter diferentes razdes de concentragio em relacdo a prata.
Transferiu-se 75 mL da solu¢do de borohidreto para um erlenmeyer de 250 mL e o sistema foi
deixado em banho de gelo por 15 minutos. Passado esse tempo, foi gotejado lentamente (0,05

- 0,10 mL/s) com o auxilio de uma bureta 25 mL do nitrato de prata (1 mmol LY. Todo o
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procedimento foi realizado na auséncia de luz fluorescente. As suspensdes de NPs Ag obtidas

foram armazenadas em frasco ambar e mantidas em geladeira a 4 + 2 °C.
4.5 Avaliacao do término da reacao de sintese das NPs Ag por analise condutimétrica

Para avaliac@o do término da reacdo de sintese de NPs Ag, as sinteses foram realizadas
empregando uma bomba de seringa Harvard PHD 22/2000, contendo duas seringas de 25 mL,
programadas para injetar a suspensio com um fluxo de 0,625 mL min! por 20 minutos, um
condutivimetro Digimed DM-32 e célula condutividade Digimed DMC-010M, com eletrodo

de platina e constante da célula (K) é 1 cm™.

4.5.1 Sinteses de NPs Ag com monitoramento da reacao por analise condutimétrica —

AC-NPAg1,2e3

As sinteses de NPs Ag realizadas foram feitas seguindo o procedimento adaptado
descrito no item 4.4.1. De forma geral, preparou-se uma solucio de borohidreto a 2 mmol L™,
entretanto, para cada uma das sinteses (AC-NPAg-1, AC-NPAg-2 e AC-NPAg-3, Tabela 10)
houve um intervalo entre o preparo da solugdo até o inicio da sintese. A soluc¢do de borohidreto
de sédio foi deixada em banho de gelo por 15 minutos e apds esse tempo, deu-se inicio a sintese.
Para a reacio AC-NPAg-1, o banho de gelo foi removido no inicio a sintese. Para as reacdes
AC-NPAg-2 e AC-NPAg-3, o banho de gelo foi mantido durante a sintese. Apos os 15 minutos,
comecou-se a inje¢do da solucdo de AgNO; (1 mmol L) por meio de uma bomba de seringa
com capacidade para duas seringas, programada para injetar 0,625 mL min! por 20 minutos. O
monitoramento pelo condutivimetro Digmed DM-32 foi iniciado instantes antes da sintese
comecar (tempo zero). Os dados do condutivimetro foram coletados por um programa que faz
o uso da linguagem LabView. Na Tabela 10, s@o ressaltadas as diferencas entre as sinteses 1, 2

e 3.

Tabela 10. Principais semelhancas e diferencas entre as sinteses de NPs Ag (AC-NPAg-1, AC-
NPAg-2 e AC-NPAg-3) controladas por andlise condutimétricas.

Parametros AC-NPAg-1  AC-NPAg-2 AC-NPAg-3
Intervalo de preparo da so{ugﬁo de NaBH4 7 horas 6 horas 0 horas
até o inicio da sintese
Banho de gelo durante a sintese Nao Sim Sim
Concentragdo inicial do NaBH4 2 mmol L
Concentracdo inicial do AgNOs 1 mmol L"!
Banho de gelo do NaBHj4 pré-sintese 15 minutos
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Parametros AC-NPAg-1 AC-NPAg-2 AC-NPAg-3
Tempo de sintese 20 minutos

4.5.2 Monitoramento da estabilidade da solucao de borohidreto de sédio

Uma solucdo de borohidreto de sédio a 2 mmol L™ foi preparada e sua condutividade
foi monitorada pelo condutivimetro Digmed DM-32 a partir do instante em que foi preparada
até 3 horas depois. A solugdo foi preparada com dgua Tipo 1 e mantida em banho de gelo ao

longo de toda a anélise.

4.6 Caracterizacao das nanoparticulas de prata

4.6.1 Espectrofotometria UV/Vis

Para caracterizar as NPs Ag e fazer os monitoramentos da banda de ressonéncia
plasmonica, quando necessério, utilizou-se o espectrofotdmetro de absor¢ao molecular UV/vis,
que se encontra no Departamento de Quimica da UFV, da marca Thermo Scientific, modelo
Evolution Array com detector de arranjos fotodiodos. A cubeta utilizada para os procedimentos
foi uma cubeta de quartzo, cujo caminho 6tico é 1 cm e a varredura do espectro foi feita no
intervalo de comprimento de onda de 190 a 1100 nm. O tratamento dos dados foi feito pelo

programa Origin® 2018 (versdo 9,5).
4.6.2 Espalhamento Dindmico de Luz

A caracterizacdo das NPs Ag também foi feita por medidas de Espalhamento de Luz,
pelo DLS, utilizando o equipamento Brookhaven Co. com o sisttma BI-200SM e
correlacionador TurboCorr de 522 canais e tempos de correlacdo de até 100 ns, que se encontra
no Departamento de Fisica da UFV. O equipamento conta com uma fonte de luz um laser de
HeNe, com o comprimento de onda de 632,8 nm e com a poténcia de 75 mW. Assim, para as
medidas de autocorrelacdo da luz espalhada das NPs Ag, filtrou-se lentamente cinco vezes as
amostras de NPs Ag, com filtros de membrana PES ou Nylon com porosidade de 0,22 um. O
angulo de espalhamento foi fixado em 20° e as medidas foram realizadas em temperatura
ambiente 23 + 2 °C.

Os ajustes das funcdes de correlagdo temporal normalizada foram feitos por duas
exponenciais, onde cada uma delas corresponde a um modo difusivo. O modo lento foi obtido

pela equagdo empirica de Williams-Watts, que € uma exponencial alongada (Equacgao 2).

52



CAPITULO 2: Materiais e Métodos

@ () v1?
g ;t) 1_ [AjeTat + A,e~T20 | Equacio 2

Em que g(z)(t) € a funcdo de correlagdo da intensidade espalhada normalizada, S é o

fator de nimero de areas de coeréncia, A; € a amplitude do i-ésimo decaimento, [ a taxa de

decaimento do i-ésimo modo e v o expoente da exponencial alongada.
4.6.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

A caracterizacdo das amostras por Microscopia Eletronica de Transmissao foi realizada
no Centro de Microscopia (CM), localizado na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
O microscépio utilizado foi o Microscépio Eletronico de Transmissao, da marca Tecnai G2-12
e modelo SpiritBiotwin FEI - 120 kV. O preparo das amostras foi realizado no dia que antecedeu
a andlise no CM e, por se tratar de uma amostra liquida, precisou-se secar a temperatura
ambiente 23 + 2 °C. Foi utilizada uma grid de cobre de malha 200, revestida por uma pelicula

de carbono. As amostras foram medidas pelo programa ImageJ.
4.6.4 Potencial Zeta

As andlises da carga superficial das amostras de NPs Ag por Potencial Zeta foram
realizadas no Laboratério de Embalagens do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

UFV. O equipamento utilizado foi Zetasizer NanoZS, modelo Zen 3600 da marca Malvern

Instruments. As medicOes foram realizadas em triplicada ap6s a adi¢cao de 1000 pL de amostra

na cubeta DTS1070, com tempo de estabilizacdo de 1 minuto. O preparo das amostras foi
realizado no dia que antecedeu a andlise. Foram preparadas 9 amostras, sendo que cada uma
possuia um pH, no intervalo de 2 a 10. O ajuste do pH foi realizado com uma solugdo recém
preparada de 4cido sulfirico 0,1 mol L' e hidréxido de sédio 0,1 mol L' e medidos pelo

pHmetro Lab1000, modelo mPA-210.
4.6.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A caracterizag¢do das amostras por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR) com reflectancia total atenuada (ATR — do inglés: attenuated total reflection)
foi realizada por um espectrometro que se encontra no Departamento de Quimica da UFV, da
marca Varian e modelo 660-FTIR. As medidas foram realizadas com resolugdo de 4 cm™ e
varredura de 16 scans (indica a média de quantas vezes a radiac¢do infravermelha incide sobre

a amostra) no intervalo de 400 a 4000 cm™'. As amostras foram preparadas algumas horas antes
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(~ 3 horas) da leitura no equipamento. O tratamento dos dados foi feito pelo programa Origin®

2018 (versao 9,5).
4.7 Estudo da estabilidade das NPs Ag através do uso de agente estabilizantes

O uso das NPs Ag estabilizadas foi avaliado mediante a adi¢do de diferentes volumes
de uma solucdo estoque de deltametrina a suspensao de NPs Ag estabilizadas com PVP ou DSS
(teor tedrico de 2,5 x 10*# mol L), para obter concentragdes finais de deltametrina entre 5,0 a
70,0 mg L', Cada solucdo preparada era rapidamente homogeneizada e analisada por EAM-

UV/Vis. As condi¢des instrumentais foram descritas no item 4.6.1
4.8 Estudo do co-solvente em sistemas empregando NPs Ag

O estudo dos solventes proticos (metanol, etanol, propanol) e apréticos (acetonitrila e
acetona) foi realizado mediante a adi¢ao dos solventes (25% v/v) a suspensao das NPs Ag (teor
teérico de 2,5 x 10 mol L") na proporcdo 1:4 v/v. Apés a adicdo, o sistema foi rapidamente
homogeneizado e o monitorado por EAM-UV/Vis, nas mesmas condi¢des descritas no item

4.6.1.
4.9 Estudo cinético das NPs Ag

Foram realizados estudos da cinética de aglomeragdo das NPs Ag na presenca de ACN,
deltametrina e cipermetrina. A cinética para o co-solvente foi avaliada mediante a adi¢do de
ACN 3 suspensdo de NPs Ag (teor teérico de 2,5 x 10 mol L'!), na proporcdo 1:4 v/v. Para os
inseticidas, a solucdo estoque de deltametrina ou cipermetrina foi adicionada a suspensio de
NPs Ag, obtendo-se a concentracdo final de 2,5 mg L' e 9,4 x 10 mol L', para o agrotéxico
e NPs Ag, respectivamente. Posteriormente, os sistemas foram rapidamente homogeneizados e
o monitoramento foi feito por meio do EAM-UV/Vis, em que se monitorou a banda de
ressonadncia plasmonica em 400 nm, bem como o deslocamento da banda de meia altura, por

20 minutos.
4.10 Determinacio de deltametrina em meio aquoso

Para determinacdo de deltametrina em meio aquoso através das NPs Ag foi avaliado a

variagdo colorimétrica e espectrofotométrica das NPs Ag na presenca de deltametrina com
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concentracdes entre a faixa de 1,25 a 12,5 mg L!. A andlise foi monitorada visualmente e

através do EAM-UV/Vis.
4.11 Valida¢do do método analitico com NPs Ag

O método de determinagdo de deltametrina por NPs Ag foi validado. Foram construidas
curvas analiticas na faixa de concentracdo entre 1,25 a 12,5 mg L', as quais foram preparadas
no momento da andlise. As leituras do sistema foram realizadas no espectrofotdometro EAM-
UV/Vis 15 segundos (cronometrados) apés a mistura de NPs Ag (teor final de 9,4 x 10° mol L~
1 e deltametrina.

Para validar o método foram avaliados Faixa Linear de Trabalho, Limite de Detec¢ao
(LD), Limite de Quantificagdo (LQ), veracidade (n=3), repetitividade (n=3), precisiao
intermedidria (n=9) e seletividade. A veracidade e repetitividade foram avaliadas em dois niveis
de concentracdo (2,5 e 7,5 mg L) pelo método de recuperagio, com trés repeti¢des em cada
nivel. A precisdo intermedidria foi avaliada em trés dias distintos, nas mesmas condi¢des de

trabalho. Os Limites de Deteccao e Quantificacao foram determinados pelas Equacdes 3 e 4.

LD = 3351& Equacido 3
LQ = 20branco Equacio 4

b

Onde “Spranco” (n=10) € o desvio padrio do branco e b é o coeficiente angular da curva.

O estudo de seletividade das NPs Ag foi realizado empregando-se os agrotoxicos
deltametrina, cipermetrina, atrozina, endossulfam, difeconazol, clorpirifés, tiametoxam e
paratiora (todos na mesma concentracdo de 2,5 mg L'!) . A mudanca de cor do sistema, assim
como o monitoramento da banda de ressonancia plasmonica das NPs Ag em 400 nm por EAM-

UV/Vis foram avaliados.
4.12 Analises em amostra auténtica de agua

O método desenvolvido para determinacdo de deltametrina foi aplicado em uma amostra
auténtica de dgua de torneira tratada, obtida pelo sistema de abastecimento municipal de
Vicosa/MG, proveniente do Ribeirdo Sao Bartolomeu.

Ambas as amostras de dgua, 4gua Tipo 1 e amostra auténtica, tiveram a condutividade

e pH analisados. As andlises foram realizadas em triplicata utilizando-se um Condutivimetro
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Digmed DM-32, com eletrodo de platina, e pHmetro Labl100, modelo Mpa-210,
respectivamente.

Foram construidas curvas analiticas por superposicdo de matriz. Assim, a dgua tratada
foi fortificada com as concentragdes de deltametrina desejadas (1,25 - 12,5 mg LY. Foram
avaliados a Faixa Linear de Trabalho, Limite de Detec¢do e Quantificacdo, veracidade (n=3)
repetitividade (n=3) e precisdo intermedidria (n=9). A veracidade e repetitividade foram
avaliadas em dois niveis de concentracdo (2,5 e 7,5 mg L' de deltametrina) pelo método de
recuperacdo, com trés repeticdes em cada nivel. Os coeficientes de variacao (CV) e as

recuperagdes (R) foram calculados com base nas Equagdes 5 e 6.

R = Cexperimental Equagdo 5
Cesperada
5 ~
cv ="~ Equacdo 6

Onde, C é a concentragio, R é amédia das recuperacdes e S é o desvio padrio das recuperacdes.
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5 Resultados e discussao

5.1 Sintese e caracterizacao das nanoparticulas de prata

5.1.1 Metodologia A

O primeiro lote da suspensdo de nanoparticulas de prata foi feito seguindo a metodologia

1.*8 descrito no item 4.4.1. Pode-se ver na Figura 13 o espectro

proposta por Melo Junior et. a
de absorcao molecular UV/Vis da suspensdao de NPs Ag e uma foto no inserto. A suspensao
apresenta uma coloracdo amarela intensa, sendo possivel observar a banda de ressonancia

plasmonica entre 395 - 400 nm, caracteristica dessas das NPs Ag.

2.0
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£
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<
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Figura 13. Espectro de absor¢do das NPs Ag sintetizadas na metodologia A. Condigdes
experimentais: [AgNOs]o: 1 mmol/L; [NaBH4]o 2 mmol/L; tempo de reag@o: aproximadamente
20 minutos. Inserto: Suspensdo de NPs Ag estdveis.

Para obter a morfologia das particulas foram feitas andlises por Microscopia Eletronica
de Transmissdo (MET), sendo as imagens dispostas na Figura 14. Pode-se observar que as
NPsAg se apresentam dispersas e que possuem formato esférico (Figura 14A), com tamanho
de 11,4 £ 3,4 nm. Também € possivel perceber a sua tendéncia de formar aglomerados (Figura
14B).

Outros autores também apresentaram resultados semelhantes, como Melo Junior ef .
al.*®®, que na sintese de NPs Ag obteveram espectros com bandas de ressonincia plasmonica

com o comprimento de onda méaximo em 396 + 5 nm e por Microscopia Eletronica de
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Transmissdo (MET) nanoparticulas na ordem de 20 + 5 nm. Enquanto, Solomon et. al.¥

obteveram o comprimento de onda maximo em 400 nm e o tamanho estimado por MET de 12

+ 3 nm. Ainda, Fernando et. ar.3°

obteveram o comprimento de onda maximo para as NPs Ag
em 391 = 2 nm, por MET o tamanho obtido foi de 26 + 1 nm. Esses pesquisadores fizeram

também andlise por DLS, obtendo a distribuicao de tamanhos na ordem de 37 = 5 nm.

Figura 14. Imagem das suspensdes de nanoparticulas de prata obtidas por Microscopia
Eletronica de Transmissdo. A) NPs Ag dispersa; B) NPs Ag aglomeradas.

Além do MET, para caracterizar as NPsAg foram feitos estudos de Potencial Zeta,
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e Raman. O espectro
obtido por Espectroscopia Raman nio apresentou informagdes relevantes, uma vez que a lente
necessdria para a realizacdo da andlise, por se tratar de uma amostra liquida, estava contaminada
com um interferente que influenciava na obten¢ao dos espectros.

O espectro de infravermelho, mostrado na Figura 15, também ndo apresentou
informagdes relevantes acerca das suspensdes de NPs Ag. Esse resultado possivelmente se deve
ao fato de que as NPs Ag se encontram bastante diluidas, com concentracdo na ordem de 10
mol L', fazendo com que haja evidéncias apenas das bandas caracteristicas das moléculas de
4gua, uma forte e ampla banda na regido de 3700 — 3100 cm™!, que corresponde ao estiramento
do v OH" presente na molécula de 4gua®'. A banda estreita na regido de 1600 cm’!, atribuida as
vibragdes de tesoura da d4gua (6 HOH) e uma banda forte e larga iniciando em 1000 — 500 cm’

!, presente nos espectros infravermelho da dgua’’.
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Figura 15. Espectro de infravermelho com transformada de Fourier das suspensdes de NPAg
( ) e dgua ( ).

As medidas do potencial Zeta foram feitas para medir a carga da superficie das NPs Ag

e fol observado que nos valores de pH analisados os potenciais medidos se apresentavam
negativos, variando de —4,1 + 0,5 mV, em pH 2, até —48 + 3 mV, em pH 10 (Figura 16). Tais
resultados indicam que as NPs Ag estdo envoltas com uma superficie anidnica, possivelmente
devido ao excesso de ions borohidreto, os quais estdo interligados por meio de interagdes
eletrostéticas e promovem a estabilizagdo das NPs Ag.

Resultados semelhantes foram obtidos por Fernando et. al.%¢

, em que o menor Potencial
Zeta encontrado pelos autores para as NPs Ag, também sintetizadas com NaBH4, foi de —29 +
2 mV em pH 8. No estudo de Ravindran et. al.’’ o menor valor foi de —30,61 mV. No estudo
de Gallén et. al.’” a carga superficial das NPs Ag reduzidas e estabilizadas por duas microalgas
Botryococcus braunii (EPBb) e Chlorella pyrenoidosa (EPCp), os valores de potencial Zeta
foram, respectivamente, =52 3 mV e —12 +2 mV, indicando que a NPs Ag estavam encobertas
por uma carga anidnica, a qual promovia estabilizacio das NPs por meio da interacdo
eletrostética e protegendo-a de agregacdo.

Embora se tenha obtido uma suspensao estavel, ela ndo foi reprodutivel. Isso porque
novos lotes de NPs Ag foram feitos seguindo a mesma metodologia (Metodologia A - descrito
no item 4.4.1). Porém, a agregacdo da prata era evidente, devido a mudanca de cor do sistema
de amarelo para preto (Figura 17). Esse fendmeno era observado logo apds a sintese ou no dia

conseguinte a mesma.
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Figura 17. Suspensoes de NPs Ag. (A) Suspensdo de NPs Ag estdveis. (B) Suspensdao de NPs
Ag agregadas.

Nesse sentido, com o intuito de estabilizar as NPs de prata para tornar a sintese
reprodutivel, foram feitas diferentes sinteses utilizando estabilizantes distintos a serem

discutidos seguidamente no item 5.1.2.

5.1.2 Metodologia B

Os estabilizantes selecionados para estabilizacdo das suspensdes de NPs Ag foram:
dodecil sulfato de s6dio, GSH, citrato de s6dio, EDTA e PVP. A selecdo desses estabilizantes
foi feita de acordo com a literatura, uma vez que diversos autores utilizaram esses compostos
com o intuito de estabilizar as NPs Ag. Na revisdo de literatura, item 2.2.3.1. sdo descritos

alguns desses trabalhos.

61



CAPITULO 3: Resultados e Discusséo

As suspensdes obtidas sdo mostradas na Figura 18. Pode-se observar que ndo foi
possivel obter NPs Ag quando a prata foi adicionada ao sistema contendo EDTA. Isso ocorreu
pelo fato de que o EDTA € um ligante hexadentado, que forma complexos com praticamente
todos os metais (constante de complexacdo log K;:= 7,32)°2. Pode-se sugerir, portanto, que a
prata adicionada ao sistema foi complexada pelo EDTA, fazendo com que ndo houvesse a
formacdo de NPs Ag.

As suspensdes obtidas ao se adicionar GSH e citrato apresentaram um certo estigio de
agregacdo, evidenciada pela cor amarronzada e, no caso do GSH, um deslocamento
batocromico na regido de ressonancia plasmonica (A = 480 nm), evidenciado por uma seta na
Figura 19. A suspensdo na presenca do citrato apresentou material particulado em suspensao,
evidenciado pelo espalhamento de luz, como observado no espectro.

Na presenca de dodecil, a solucdo também apresentou em uma tonalidade mais escura
que o esperado. Entretanto, segundo Song et al.%® essa coloracdo é caracteristica das NPs Ag
quando estabilizadas com dodecil sulfato de s6dio. Também € caracteristico dessa suspensao
um pequeno deslocamento batocromico na regido de ressonancia plasmonica. As suspensdes
sem estabilizante e na presenca de PVP apresentaram uma coloracio muito préxima e nao
formaram agregados, como mostrado na Figura 18 e evidenciado pelo espectro de absor¢dao
molecular na Figura 19. Assim, dentre os cinco estabilizantes utilizados, os que tiveram sucesso

na estabiliza¢do das NPs Ag foram o DSS e o PVP.

Sem

EDTA GSH ¢ DSss Citrato Estabilizante

PVP

Figura 18. Suspensdo de nanoparticulas de prata produzidas com diferentes estabilizantes.
Condi¢des experimentais: Concentracdo inicial de AgNO3: 1 mmol/L; Concentragdo inicial de
NaBH4 2 mmol/L; Concentracdo inicial dos estabilizantes: 0,3% m/v do PVP e os demais 1%
m/v; tempo de reacdo: 20 minutos.

Nesse sentido, o uso como nanosensores das suspensdes de NPs Ag funcionalizadas
com os estabilizantes DSS e PVP, que se apresentaram estdveis, foi avaliado na presenca do

composto deltametrina.
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Como observado no espectro da Figura 19, a suspensao contendo o PVP apresentou uma
concentracdo tedrica muito baixa, em que sua absorbancia méxima se encontra préximo a 0,500
u.a. Na presenca de deltametrina, ndo houve mudanga de cor do sistema, inviabilizando o seu

uso como nanosensor de deltametrina.
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Figura 19. Espectro de absor¢dao molecular UV/vis das suspensdes de nanoparticulas de prata
produzidas com diferentes estabilizantes. As curvas sdo referentes as NPs Ag estabilizadas com:
citrato de sodio, DSS, sem estabilizante, PVP, GSH,
EDTA.

Quanto a suspensdo contendo DSS, a estabilidade apresentada foi além do previsto,
como pode ser observado na Figura 20. Além disso, ndo houve mudangas no espectro da
suspensdo na presenca de deltametrina a partir de 300 nm, ou seja, ndo ha um deslocamento
batocromico caracteristico evidente no espectro, confirmando a elevada estabilidade da NPs Ag
estabilizadas com DSS.

Por esses motivos, pode-se concluir que ambas suspensdes, contendo PVP e DSS, nao
apresentaram comportamento nanossensorial para deltametrina. Tendo em vista a elevada
estabilizacdo constatada nas suspensdes NPs Ag estabilizadas com PVP e DSS, optou-se por
um estudo de otimizacdo da sintese convencional (sem estabilizantes), a ser descrita no item

5.1.3, pela metodologia C.
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Figura 20. Espectro de absorcdo molecular UV/Vis de NPs Ag estabilizadas com DSS na
presenca de diferentes concentragcdes de deltametrina. Condi¢des experimentais: concentragao
inicial do AgNOs: 2,5 x 10 mol L''; Concentragdes finais de deltametrina: 5 a 70 mg L.

5.1.3 Metodologia C

Com a finalidade de compreender o porqué da sintese de NPs Ag na auséncia de
estabilizantes ndo ser reprodutivel testou-se diferentes razdes da concentracdo inicial do redutor

borohidreto de s6dio em relacdo ao nitrato de prata. Esse ensaio foi planejado com base no

L 45 L 63

estudo de Solomon et. al.™ e de Song et. al.”, os quais sugeriram que a estabilidade das NPs
Ag estava relacionada com a razdo de concentracdo inicial destes compostos. As razdes de
concentracoes, assim como as absorbancias em 400 nm s@o mostrados na Tabela 11.

Pode-se observar na Tabela 11 que diferentes razOes apresentaram diferentes
absorbancias em 400 nm. Diante disso, para cada suspensdo foi calculado um teor de NPs Ag
a partir de uma curva analitica. Essa curva foi preparada a partir da suspensdo teoricamente
mais concentrada de NPs Ag. O espectro de absor¢ao molecular UV/Vis € apresentado na
Figura 21A e a curva analitica na Figura 21B. A qualidade do ajuste linear foi comprovada pelo
coeficiente de determinagio (R?), o qual foi igual a 0,9999 e pelo grifico de residuos com os
residuos (grafico ndo mostrado) distribuidos aleatoriamente ao redor do zero, nao indicando
tendéncia.

Vale ressaltar que as sinteses foram realizadas em ambiente ao abrigo de luz, tendo em

vista que o AgNOs e, consequentemente, as NPs Ag sdo fotossensiveis®’>"%%3, De acordo com
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Pinto et. al.>’ a sintese das NPs Ag foi realizada no escuro em ambiente climatizado, com
temperatura em 23 + 2 °C.

Tabela 11. Tabela das razdes de concentracao inicial de NaBH4 e AgNOs e as absorbancias no
ponto de mdxima absor¢do da curva (A =400 nm).

[NaBH4]/[AgNOs] Média absorbancia (400 nm)
1,5 1,31 £ 0,01
1,8 1,71 £ 0,03
2,0 1,55+ 0,03
2,2 1,72 £ 0,01
2,5 1,49 + 0,00
20 A ®)
1,5
, 154 .
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Figura 21. (A) Espectro de absor¢dao molecular UV/Vis em diferentes concentracdes das NPs
Ag. (B) Curva analitica da suspensdo de NPAg no comprimento de onda de 400 nm. Condi¢des
experimentais: concentracdo NPs Ag 0,20 - 0,035 mmol/L. Coeficiente de determinagdo da
curva (R?): 0,9999; equagio da reta obtida por regressio linear: A = (0,788 + 1,28x107!%) Lmol-
Tc+(0,0265 +1,78x 10°).

Diferentemente do esperado, todas as suspensodes foram estaveis (Figura 22). De acordo
com Solomon et. al.*®, apenas a suspensdo com razdo [NaBH4]/[AgNOs] igual a 2 ficaria
estavel. Song et. al.® também obtiveram resultados distintos do constatado nesse trabalho, uma
vez que os autores obtiveram diferentes estdgios de agregacdo das NPs Ag a medida que
alteraram a razao [NaBH4]/[AgNOs].

Também se pode observar na Tabela 11 que, independentemente da razdo
[NaBH4]/[AgNOs] utilizada, os teores das suspensdes sdo distintos. Como cada uma das
suspensdes de NPs Ag possufam uma concentragdo de NaBH4, era esperado que as absorbancias
no ponto méaximo de absor¢do da regido plasmonica (400 nm), e, portanto, o teor, fossem
distintas para cada uma delas.

Em seu trabalho, Pinto et. al.>’ avaliaram a razdo molar de n(BH4")/n(Ag") na sintese de

NPs Ag e observaram que a medida que aumentava essa razdo, isto €, a quantidade NaBHa,
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havia um crescimento da banda de ressonancia plasmonica em 400 nm. Assim, esperava-se uma
relac@o entre a razdo de concentracdo inicial [NaBH4]/[AgNO3] e absorbancia, o que ndo foi

observado nesse estudo.

-

195 1,88 208829 RIS

.

Figura 22. NPAg em diferentes razdes de concentracio de NaBH4 e AgNO;. Condigdes
experimentais: Concentracdo inicial de nitrato de prata: 1 mmol/L; concentracdo inicial de
borohidreto de sédio: 1,5; 1,8; 2,0; 2,2 e 2,5 mmol/L respectivamente; volume final da
suspensdo: 100mL.

Diante disso, para investigar a distribui¢dao de tamanho das nanoparticulas em cada uma
das cinco suspensoes de prata, foram feitas medidas de espalhamento dinamico de luz. O gréfico
de correlagdo temporal é mostrado na Figura 23A, podendo-se perceber que as suspensoes
apresentaram distribui¢cdes de duas populagdes de tamanho, devido ao formato da curva que
apresenta dois decaimentos em func¢do do tempo. Esse formato foi observado em todas as
suspensoes. A distribuicao de tamanho para cada uma das populagdes, para as diferentes razdes
[NaBH4]/[AgNOs] é mostrada na Figura 23B em que € possivel observar que uma das
populagdes possui um tamanho que varia de 0,1-0,2 nm e outra na ordem de 35-45 nm. Nesse
sentido, todas as cinco suspensdes obtidas pela metodologia C, embora possuam diferentes
teores de NPs Ag, elas apresentam duas populacdes de tamanhos com aproximadamente a
mesma distribuicao.

Os tamanhos encontrados no DLS divergem daqueles encontrados por MET,

136 obtiveram resultados

possivelmente, referem-se a aglomerados de NPsAg. Fernando et. a
semelhantes ao obtido neste trabalho, uma vez que o tamanho médio por MET foide 26 £ 1 e
por DLS o tamanho médio obtido foi de 37 + 5 nm. Ainda, o autor Yusuf ez. al.%® caracterizou
as NPs Ag sintetizadas através do DLS, obtendo nanoparticulas com tamanho médio de 20 + 7
nm e, eles analisaram ainda por Microscopia Eletronica de Transmissdao de Varredura (METV)

e por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) onde puderam perceber o formato esférico

das NPs Ag.
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Figura 23. (A) Gréfico obtido por espalhamento dindmico de luz a fim de observar a
distribuicao de tamanho das NPsAg obtidas nas diferentes razdes de concentracdo inicial de
[NaBH4]/[AgNO:s]. (B) Distribui¢do de tamanho das duas populacdes de NPsAg encontradas
nas suspensdes das razdes de concentracdo inicial de [NaBH4]/[AgNOs]. Condicdes
experimentais: Concentracdo inicial de prata: 1 mmol/L; concentracio inicial de Borohidreto
de sédio: 1,5; 1,8; 2,0; 2,2 e 2,5 mmol/L respectivamente; volume final da suspensao: 100 mL;
[NaBH4]/[AgNOs]: 1,5; 1,8; 2,0; 2,2 e 2,5.

Para compreender os resultados obtidos anteriormente, investigou-se o término das
reacoes de sintese por andlise condutimétrica. A finalidade do estudo foi esclarecer o porqué de
todas as suspensdes ficarem estdveis na metodologia C, além de apresentarem uma
concentracao tedrica muito préxima, enquanto na metodologia A, a sintese ndo foi reprodutivel

e a agregacao das NPs Ag era imediata.
5.2 Avaliaciao do término da reacao de sintese das NPs Ag por analise condutimétrica

O término da reacao de sintese de NPs Ag foi avaliado por andlise condutimétrica. Para
1ss0, a variacdo da condutividade foi medida desde o tempo zero da reacdo, em que nao havia
comecado o gotejamento de AgNOs em NaBH4, até algumas horas apds o término do
gotejamento. Nesse momento, percebia-se que o sistema havia atingido o equilibrio e estava
estavel.

Como mostrado na Figura 24A, na primeira reagdao (AC-NPAg-1), na qual a solucdo de
borohidreto foi preparada aproximadamente duas horas antes da sintese, a condutividade
diminui de 95,88 uS/cm a um minimo 81,85 puS/cm, que ocorre antes do fim do gotejamento.
A partir desse ponto, a condutividade comeca a aumentar e, esse aumento se mantém apos o
término do gotejamento até atingir um valor 89,16 uS/cm (0,5 horas), acompanhando a variagao

de temperatura.
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Na segunda reacdo (AC-NPAg-2), na qual a solu¢do de borohidreto utilizada foi
previamente preparada no dia da reacao, porém desde o seu preparo até o inicio da reagdao houve
um intervalo de aproximadamente seis horas antes da sintese, a condutividade diminui de 71,36
para 62,13 pS/cm nos primeiros minutos. A partir de oito minutos a condutividade aumenta
para 65,12 pS/cm, antes do término do gotejamento de AgNO3. Em 22 minutos, a condutividade
come¢a a diminuir novamente até 63,30 puS/cm (0,5 horas), acompanhando a variagdo de
temperatura (Figura 24A).

Ambas as suspensdes apresentaram a coloracdo amarelada, caracteristica das NPs Ag,
porém a suspensdo proveniente da AC-NPAg-1 ficou com a coloracdo mais acentuada que a

AC-NPAg-2, conforme pode ser observado na Figura 24A.

Término da adigao

Figura 24. (A) Monitoramento por meio de andlise condutimétrica das sinteses de NPsAg sem
e com temperatura controlada (AC-NPAg-1 e AC-NPAg-2, respectivamente), o tracejado
vermelho indica o término da injecdo de AgNOs3 no sistema. (B) Andlise condutimétrica da
solucdo de borohidreto de s6dio em funcio do tempo e a variacao da temperatura do sistema
em funcdo do tempo. Condi¢des experimentais: Concentragdo inicial de borohidreto de sédio:
2 mmol L'!; Concentragio inicial de nitrato de prata: 1 mmol L' ; temperatura ambiente: 23 +

2°C.
O comportamento das duas curvas mostradas na Figura 24A foi distintos entre si. Tais
resultados podem estar associados 2 estabilidade da solucdo de borohidreto®* %, Alguns autores,

como Liu et. al.®® afirmam que o NaBH4 sofre um processo de oxirreducio, formando o fon

borato, como mostrado nas Equacdes 7 e 8.%
H,BO3 + 5H,0 + 8¢~ = BH; + 80H™ E0=-1,24V Equagio 7
2H,0+2e~ 2 H,+20H" E°=-0,83V Equacio 8
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Assim, as espécies de borato produzidas sdo facilmente adsorvidas pelas nanoparticulas
de prata com o intuito de reduzir a densidade eletronica da superficie, acarretando a agregacao

da prata. Ainda, segundo Minkina et. al**

, esse processo € dependente do tempo e a taxa de
formacgdo do gés hidrogénio, a 25 °C, € de 0,14%/hora. Segundo esses autores, a estabilidade
da solu¢do de NaBH4 estd associada ao pH e temperatura do sistema. Esse conjunto de fatores,
faz com que o redutor perca sua eficiéncia.

Para compreender a estabilidade do redutor borohidreto de sédio, preparou-se uma nova
solucdo de 2 mmol L', a qual foi imediatamente submetida a banho de gelo e a sua
condutividade comegou a ser monitorada (Figura 24B). Pode-se observar uma queda da
condutividade, acompanhando a variacdo da temperatura, o que era esperado, tendo em vista
que a condutividade € proporcional a temperatura, partindo de 142,29 uS/cm e chegando a um
minimo de 126,83 uS/cm apds aproximadamente 40 minutos. A partir dai, a condutividade
comegou a aumentar, similarmente a variagdao da temperatura, atingindo um maximo de 128,00
uS/cm. Entretanto, apds aproximadamente 1 hora a temperatura continuou aumentando,
enquanto a condutividade prosseguiu diminuindo, alcangcando um minimo de 124,56 uS/cm
(Figura 24B).

Nesse sentido, comprovou-se que a solucdo de borohidreto de s6dio € muito instavel.
Dessa forma, para garantir a melhor eficiéncia do redutor, é recomenddvel o preparo da solucao
imediatamente antes de sua utilizagao.

Diante dos resultados, fez-se uma terceira sintese (AC-NPAg-3), em que a solucdo de
borohidreto foi preparada imediatamente antes do inicio da reacdo. Além disso, como a sintese
foi realizada em banho de gelo, esperou-se homogeneizar e estabilizar a temperatura do sistema,
0 que ocorreu em aproximadamente 2 °C, para enfim, dar-se inicio a sintese.

Como € possivel observar na Figura 25, enquanto houve gotejamento da solucdo de
AgNO3, houve uma diminui¢do na condutividade do sistema de 129,07 puS/cm para 94,62
uS/cm, o que é observado até o término do gotejamento, durando um tempo total de 20 minutos.
Passado esse tempo, a condutividade continuou caindo, passando a aumentar apds 1,2 horas de
reacdo de 84,08 puS/cm para 95,58 uS/cm, valor o qual foi obtido em 2,0 horas de reacdo,

consequéncia do aumento da temperatura do sistema.
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Figura 25. Monitoramento por andlise condutimétrica da sintese de NPsAg com temperatura
controlada (AC-NPAg-3). O tracejado vermelho indica o término da injecdo de AgNOs no
sistema. Condi¢des experimentais: Concentragio inicial de borohidreto de sédio: 2 mmol L!;
Concentracdo inicial de nitrato de prata: 1 mmol L' ; temperatura ambiente: 23 + 2 °C.

Diante dos resultados obtidos, pela andlise condutimétrica ndo € possivel afirmar se a
reacdo foi finalizada, uma vez que ao terminar o gotejamento de AgNO3 a condutividade
continuou diminuindo até 1,2 horas, enquanto a temperatura aumentava de forma branda.
Todavia, € possivel concluir que o preparo da solu¢dao de borohidreto de sédio deve ser feito

exatamente antes do inicio da reacdo para garantir a eficiéncia do redutor.

Tabela 12. Valores das absorbancias no ponto de mdxima absor¢@o da curva (A = 400 nm)
obtidos nas AC-NPAg-1, AC-NPAg-2 e AC-NPAg-3, sintetizadas monitorando a
condutividade do sistema .

Suspensao Absorbancia (A = 400 nm)
AC-NPAg-1 2,4730
AC-NPAg-2 0,8455
AC-NPAg-3 2,6803

As imagens das suspensoes das NPs Ag estdo dispostas na Figura 26, sendo possivel
observar que a coloragdo da suspensdo obtida na AC-NPAg-1 tem tonalidade similar a da AC-
NPAg-3, que € um amarelo mais escuro, enquanto a da AC-NPAg-2 tem coloracdo amarela
mais clara. Esses resultados sdo mais bem visualizados nos espectros UV/Vis obtidos para essas

suspensoes (Tabela 12).

70



CAPITULO 3: Resultados e Discusséo

Figura 26. Suspensdes de NPsAg sintetizadas com monitoramento por analise condutimétrica.
(A) AC-NPAg-1 (sem controle de temperatura — dia 1); (B) AC-NPAg-2 (com controle de
temperatura — dia 1); (C) AC-NPAg-3 (com controle de temperatura — dia 2).

Além disso, ao analisar os grificos da condutividade para a AC-NPAg-1 e AC-NPAg-
3 (Figuras 24A e 25), ambas as suspensodes tém um comportamento semelhante. Possivelmente,
esse comportamento € decorrente do fato de que a solucao de borohidreto nao perdeu a validade
até o momento da sintese. Ainda, na Tabela 12 tem-se o valor das absorbancias em 400 nm na
regido de ressonincia plasmonica, bem como o teor tedrico das suspensdes de NPs Ag, o que
comprova que as sinteses das AC-NPAg-1 e AC-NPAg-3 apresentam teores relativos préximos,
aproximadamente 3,0x10* mol L!. Confirmando o fato de que é fundamental o preparo da

solucao do redutor imediatamente antes da sintese.

5.2.1 Metodologia C -adaptada

Diante dos resultados obtidos pelas medidas condutimétricas, descritas no item 5.2,
repetiu-se a Metodologia C variando-se a razdo de concentracdo inicial [NaBH4]/[AgNOs],
conforme no item 5.1.3. As razdes estudadas foram novamente 1,5; 1,8; 2,0; 2,2 € 2,5, as
condi¢des foram cuidadosamente controladas e as solugdes de borohidreto utilizadas foram
preparadas quinze minutos antes da sintese ter inicio, uma vez que elas eram deixadas em banho
de gelo nesse intervalo.

As respostas obtidas por essas sinteses foram semelhantes aquelas obtidas no estudo de
Solomon et. al.*’, em que a suspensdo na razio de 2,0 ficou estdvel enquanto que as demais
possuiram diferentes estdgios de agregacdo. Na Tabela 13 sdo mostradas as razOes das
concentracoes e o tempo em que cada uma das suspensdes permaneceu estavel. Nas Figuras 27
e 28, tem-se , respectivamente a imagem das suspensdes obtidas e os espectros de absorcdo

molecular UV/Vis.
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Tabela 13. Estabilidade das NPs Ag apds a sintese. Condi¢do de armazenamento: 4 °C.
Condicdes experimentais: Concentracdo inicial de nitrato de prata: 1,0 mmol L'!; Concentracdo
inicial de borohidreto de sédio: 1,5; 1,8:2,0; 2,2 ¢ 2,5 1,0 mmol L.

Tempo em que as NPs Ag ficaram estaveis

[NaBH4l/[AgNOs] apos a sintese (minutos)
1,5 ~ 5 min
1,8 ~ 20 min
2,0 Estavel
2.2 ~ 40 min
2,5 ~ 40 min

- - - » 4, = -
- » N ’ -

)

1,5 1,8 20 22 25

Figura 27. Suspensao de NPs Ag em diferentes estdgios de agregacdo e diferentes razdes de
[NaBH4]/[AgNOs], onde da esquerda para a direita sdao 1,5; 1,8; 2,0; 2,2 e 2,5. Condigdes
experimentais: Concentragdo inicial de nitrato de prata: 1,0 mmol L'!; Concentragio inicial de
borohidreto de sédio: 1,5; 1,8; 2,0; 2.2, e 2,5 mmol L.

No espectro da Figura 28 € possivel observar que a medida que as suspensdes formam
os aglomerados de prata, ha uma diminui¢cdo da banda de ressonancia plasmdnica acompanhada
de um deslocamento batocrémico, como na razdo 1,8. Os espectros das razdes 1,5; 2,2 e 2,5
apresentaram o fendmeno de espalhamento de luz, em que € possivel observar um levantamento
da linha de base. Além disso, ambas as bandas apresentaram um leve deslocamento
hipsocrémico e seus maximos de absorbancia se encontram em 390, 384, 395 respectivamente.
Nessas quatro razdes, hé indicios de que as suspensodes se encontram aglomeradas, devido as
caracteristicas das bandas. Em contrapartida, a suspensao estavel de razao 2,0, tem-se apenas a
banda de ressonancia plasmonica em 396 nm, sem indicios de deslocamentos, o que confirma

a estabilidade da suspensdo de NPs Ag.
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Figura 28. Espectro de absor¢do molecular UV/Vis das NPs Ag sintetizadas em diferentes
razdes de concentracdo [NaBH4]/[AgNOs], em que razao 1,5; razao 1,8;

razdo 2,0; — razdo 2,2; razdo 2,5. Condi¢Oes experimentais:
Concentracdo inicial de nitrato de prata: 1,0 mmol L'; Concentragio inicial de borohidreto de
sédio: 1,5; 1,8; 2,0; 2,2 ¢ 2,5 1,0 mmol L; Diluicdo NPAg:dgua (1:2 v/v) para leitura no
espectrofotometro.

5.3 Efeito do co-solvente

Devido ao objetivo apresentado nesse trabalho, de usar as suspensdes de NPs Ag como
nanosensores de piretréides em sistemas aquosos, teve-se que fazer um estudo do co-solvente
no sistema. Isso porque a deltametrina apresenta baixa solubilidade em dgua e o co-solvente é
utilizado para solubilizacdo destes compostos. Dessa forma, a presengca dos co-solventes
proticos, como o metanol, etanol e propanol, e solventes apréticos, como acetonitrila e acetona
foram investigados. Os resultados sdo mostrados na Figura 29.

Para o metanol e propanol (Figura 29A) foi possivel observar um leve deslocamento
batocromico da banda de ressonincia plasmonica, acompanhado da diminui¢do da absorbancia
no comprimento de onda 400 nm. Para o etanol, o efeito foi ainda mais pronunciado.

Para os solventes aprdticos, como acetonitrila e acetona (Figura 29B) é possivel
observar uma diminui¢do da absorbancia em 400 nm para ambos os solventes. A acetona,
também apresentou um deslocamento da banda de ressonancia plasmonica. Na Figura 30 tem-
se as imagens das suspensdes de NPs Ag utilizando os solventes proticos e aproticos.

Para os estudos posteriores foi selecionado o co-solvente ACN, pois apresentou uma

diminui¢do da banda de ressonancia plasmonica, entretanto ndo apresentou deslocamento da
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batocromico na banda RPS em 400 nm no espectro UV/Vis e nem visualmente (Figura 29B e

30, respectivamente).
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Figura 29. Ensaio dos co-solventes misciveis nas suspensdes de NPs Ag. (A) Solventes
proticos: NPs Ag Pura; NPs Ag com etanol; NPs Ag com metanol;
NPs Ag com propanol. (B) Solventes apréticos: : NPs Ag Pura; NPs
Ag com ACN; NPs Ag com acetona. Condi¢do experimental: Concentracdo dos
solventes: 25 % (v/v); Concentracio da suspensdo NPs Ag: 0,15 + 0,05 mmol L.

Figura 30. Suspensdo de NPs Ag utilizando diferentes solventes préticos e aproticos. (A) dgua;
(B) metanol; (C) etanol; (D) propanol; (E) acetonitrila; (F) acetona. Condi¢ao experimental:
Concentragdo dos solventes: 25 % (v/v); Concentragdo da suspensao NPs Ag: 0,15 + 0,05 mmol

L.
5.4 Estudo cinético de interacio do co-solvente acetonitrila com as NPs Ag

A interacdo do co-solvente escolhido (ACN) com as NPs Ag em fun¢do do tempo foi
avaliada como mostrado na Figura 31. Pode-se perceber que a suspensdo apresenta um

deslocamento batocromico sutil dependente do tempo, acompanhado da diminuicdo da

absorbancia da banda de ressonncia plasmonica em 400 nm (Figura 31A). Pode-se observar
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na Figura 31B o perfil de decaimento da absorbancia em fungdo do tempo, assim como o

deslocamento de meia altura do ponto isosbéstico.
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Figura 31. Estudo cinético das NPs Ag em contato com a ACN. (A) Espectro de absor¢ado
molecular monitorado de 0-20 minutos. (B) Monitoramento da banda de ressonancia
plasmonica em 400 nm. (C) Monitoramento da banda de meia altura do ponto isosbéstico
(ABS/2). Condig¢des experimentais: Medida 1 (m), Medida 2 (m); Concentracao inicial de NPs
Ag: 2,5 x 10* mol L!; concentracdo de ACN: 50 % v/v. O inserto demonstra como foi medido
0 AaBs/2.

Também foram realizadas medidas de espalhamento de luz por meio do DLS para
avaliar a agregacdo das NPs Ag quando combinadas ao co-solvente (ACN) por 20 horas,
monitorando a sua distribuicdo de tamanhos. Na Figura 32A € possivel perceber inicialmente,
ha dois decaimentos na curva, indicando que ha duas distribui¢des de tamanhos na suspensao.
Todavia, com o passar do tempo, a curva passa a ter apenas um decaimento em funcio do
tempo, indicando apenas uma distribui¢do de tamanho. Possivelmente, isso se deve a agregacao

das NPs Ag, que passa a ser mais evidente.
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Na Figura 32B tem-se a distribui¢do das duas populacdes de tamanho em funcdo do

tempo. Pode-se observar que inicialmente h4 duas distribui¢cdes de tamanho entre 0,2 e 0,4 nm

e 40 nm e, ao final de 20 horas, temos o tamanho de 0,4 nm e 80 nm.
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Figura 32. (A) Curva de correlacdo temporal obtido por espalhamento de luz a fim de observar
a interagdo entre as NPs Ag e o co-solvente ACN monitorado por 20 horas. (B) Distribuigdes
de tamanho encontrados ao analisar por DLS a interacdo entre as NPs Ag e o co-solvente ACN.
Condi¢des experimentais: Concentragio inicial de NPs Ag: 2,5 x 10 mol L"!; Concentragio de
acetonitrila: 50 % (v/v); Temperatura ambiente: 23 + 2 °C.

5.5 Estudo cinético de interacio da deltametrina e cipermetrina com as NPs Ag

O mesmo estudo cinético envolvendo NPs Ag e co-solvente (ACN) foi realizado, porém
na presenga de deltametrina e cipermetrina. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 33A e
34A, respectivamente. Assim como observado nos resultados do item 5.5, € possivel observar
que quando o nanosensor de prata interage com a deltametrina hd um deslocamento
batocromico da banda de ressonincia plasmonica dependente do tempo, acompanhada da
diminuicdo da absorbancia em 400 nm. Porém, esse deslocamento apresenta um
comportamento mais proeminente do que aquele observado na Figura 31. Na Figura 33B e 33C
evidencia-se a cinética de aglomeracdo da deltametrina em contato com a NP Ag com duas
repeticoes.

Ainda, para a cipermetrina quando em contato com O nanosensor, nota-se um
comportamento semelhante aquele observado para o co-solvente, a diminui¢do do pico da
banda de ressonancia plasmonica em 400 nm e um sutil deslocamento batocromico dependente
do tempo (Figura 34A). Na Figura 34B e 34C evidencia a cinética de aglomeragdo da

cipermetrina em contato com o nanosensor em duas repeticoes.
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Figura 33. Estudo cinético das NPs Ag em contato com a deltametrina. (A) Espectro de
absor¢do molecular monitorado de 0-20 minutos. (B) Monitoramento da banda de ressonancia
plasmonica em 400 nm. (C) Monitoramento da banda de meia altura do ponto isosbéstico
(ABS/2). Condig¢des experimentais: Medida 1 (m), Medida 2 (m); Concentracao inicial de NPs
Ag: 2,5 x 10* mol L!; Concentracio de deltametrina: 250 mg L' (0,495 mmol L)
Temperatura ambiente: 23 *+ 2 °C. O inserto de (A) demonstra como foi medido o Aass2.
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Figura 34. Estudo cinético das NPs Ag em contato com a cipermetrina. (A) Espectro de
absor¢do molecular monitorado de 0-20 minutos. (B) Monitoramento da banda de ressonancia
plasmonica em 400 nm. (C) Monitoramento da banda de meia altura do ponto isosbéstico
(ABS/2). Condicdes experimentais: Medida 1 (m) e Medida 2 (m); Concentracao inicial de NPs
Ag: 2,5 x 10®* mol L!; Concentragio de cipermetrina: 250 mg L' (0,495 mmol L);
Temperatura ambiente: 23 + 2 °C. O inserto de (A) demonstra como foi medido o Aagsy.

Também foram realizadas medidas de espalhamento de luz por meio do DLS para
avaliar a agregacdo das NPs Ag quando combinadas a deltametrina por 22,5 horas, monitorando
a sua distribui¢do de tamanhos. Na Figura 35A € possivel perceber ha dois decaimentos em
func¢do do tempo na curva, indicando que hé duas distribui¢cdes de tamanhos na suspensao.

Na Figura 35B tem-se a distribui¢do das duas populacdes de tamanho em fungdo do
tempo. Pode-se observar que para as particulas de menores os tamanhos mantém-se constantes
ao longo de toda a medida entre 0,27 - 0,30 nm, enquanto as particulas maiores os tamanhos

variaram de 31 nm no tempo zero e ao final de 22,5 horas, tem-se o tamanho de 37 nm.
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Figura 35. (A) Curva de correlagdo temporal obtido por espalhamento de luz a fim de observar
a interacdo entre as NPs Ag e o deltametrina monitorado por 22 horas. (B) Distribui¢des de
tamanho encontrados ao analisar por DLS a interacdo entre as NPs Ag e a deltametrina.
Condicdes experimentais: Concentracio inicial de NPs Ag: 2,5 x 10 mol L'!; Concentragio da
deltametrina: 250 mg L™!'; Temperatura ambiente: 23 + 2 °C.
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Figura 36. Espectro no infravermelho com transformada de Fourier, onde de cima para baixo,
tem-se: Suspensdo de NPs Ag (Concentracdo tedrica inicial 2,5 x 10 mol L);
— NPs Ag na presenca de cipermetrina (Concentragio 250 mg L™'); NPs Ag
na presenca de deltametrina (Concentracdo 250 mg L); Suspensdo de NPs Ag na
presenca do co-solvente ACN (50 % v/v); ———— Solucdo de cipermetrina (Concentragdo 250
mg Lh); Solugio de deltametrina (Concentragio 250 mg L1); acetonitrila.

Visando compreender o mecanismo de agregacdo das NPs Ag na presenca de
deltametrina e cipermetrina, foram realizadas anélises de Espectroscopia no Infravermelho para

a suspensao de NPs Ag, o co-solvente utilizado e os inseticidas, como mostrado na Figura 36.
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Porém, nao foi possivel obter informagdes relevantes acerca da interacdo CIP-NPs Ag, uma vez
que a deltametrina e a cipermetrina encontravam-se bastante diluidas (250 mg L!) e as bandas
da molécula de dgua sobressaem frente as demais.

Ainda, foram realizadas andlises de Microscopia Eletronica de Transmissao para as
misturas. Nas Figura 37 A e B sdo mostradas as imagens obtidas para as NPs Ag em contato
com o co-solvente, acetonitrila. Embora as NPs Ag continuem com o formato esférico, é
evidente um estdgio de agregacio mais avangado, em que as NPs Ag se encontram aglomeradas,
uma vez que as particulas possuem tamanhos de 15,3 + 6,8 nm, os quais sdo maiores que aqueles
observados na Figura 14.

Nas imagens das Figura 37 C e D sdo mostradas as NPs Ag na presenca de deltametrina
e nas Figura 37 E e F tem-se as NPs Ag na presenca de cipermetrina. Nelas também ha formacao
de aglomerados, em que € possivel observar pontos mais eletrodensos compostos por NPs Ag.
Porém, o aspecto da aglomeracdo, possivelmente, é proveniente da agregacdo limitada por
difusao (ALD).

A ALD é um modelo utilizado para descrever crescimentos dendriticos. Segundo
Gentile et. al.'®, o fendmeno baseia-se na ideia de que, em rea¢des quimicas muito rdpidas, a
dinamica de agregacgdo € determinada pela difusdo. Por esse motivo, a direcio de deslocamento,
bem como a trajetdria dos ions metalicos em solugdo, sdo desordenados como o movimento
Browniano. Esse movimento desordenado das particulas intensifica a aglomeragdo, fazendo
com que haja a formacdo de dendritos ao secarem. Assim, tem-se duas caracteristicas
elementares desse modelo de agregacdo: a primeira afirma que particulas livres em suspensao
executam movimentos aleatorios e a segunda afirma que agregacao das particulas ocorre por

simples contato!%-10!

. Nessa perspectiva, quando a NPs Ag entram em contato com os
inseticidas piretrdides, a cinética da reacdo ocorrerd rapidamente devido ao movimento
desordenado das particulas, o que favorece a agregacdo das particulas por difusdao limitada,
levando a formacao dos dendritos.

Diante dos resultados, como a cipermetrina ndo apresenta mudanga de coloracao visual

ao entrar em contato com o nanosensor de prata, optou-se por validar o método utilizando

apenas a deltametrina.
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Figura 37. Imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo. (A) e (B) NPs Ag em
contato com o co-solvente acetonitrila; (C) e (D) NPs Ag com deltametrina; (E) e (F) NPs Ag
com cipermetrina.

5.6 Desenvolvimento e validacdo do método de determinacdo de deltametrina por NPs
Ag

A validac¢do do método para determinacdo de deltametrina em meio aquoso por NPs Ag
consistiu na determinacao das seguintes figuras de mérito: veracidade, repetitividade, precisdao
intermedidria, limite de detec¢do (LD) e limite de quantificagcdo (LQ), conforme os pardmetros

exigidos pela ANVISA!02103,
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As curvas analiticas, obtidas nos trés dias de andlise sdo mostradas na Figura 38. A
qualidade dos ajustes foi comprovada pelo coeficiente de determinagio (R?), reportados na
Tabela 14 e pelos gréficos de residuos (graficos ndo mostrados), em que os residuos se
encontram distribuidos aleatoriamente ao redor do zero, nao apresentando tendéncias. A faixa
linear de trabalho variou de 1,25 a 12,5 mg L', As equagdes das retas encontram-se na Tabela

14, bem como os respectivos coeficientes de determinagio (R?).
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Figura 38. Curva analitica para a deltametrina em diferentes dias. (A) Dia 1. (B) Dia 2. (C) Dia
3. Condicdes experimentais: concentragio de deltametrina: 1,25 — 12,5 mg L.

Tabela 14. Parametros analiticos obtidos ao quantificar a deltametrina por NPs Ag em trés dias
distintos. Condi¢des experimentais: concentragio de deltametrina: 1,25 — 12,5 mg L.

Coeficiente de

Dia Equacgdo da Reta determinacio (R?)
1 A=(-0,0118 + 0,0004) Lmg~* ¢ + 0,982 + 0,003 0,9964
2 A = (-0,0098 + 0,0005) Lmg~* ¢ + 1,181 + 0,004 0,9920
3 A = (=0,0084 + 0,0009) Lmg~! ¢ + 1,129 + 0,007 0,9645

Na Tabela 15 sdo mostrados os parametros obtidos na validagao do método, avaliados
em dois niveis. Pode-se observar uma boa veracidade, uma vez que as recuperagdes ficaram
dentro do limite aceitdvel estabelecido pela ANVISA, isto &, 80 — 120%'°>!%. O método
apresentou uma boa repetitividade, com valores inferiores a 20%, exceto no primeiro nivel
avaliado, o qual para o primeiro dia apresentou um coeficiente de variacdo de 49,9% e o terceiro
dia de 24,2%. A precisdo intermedidria foi avaliada nos mesmos niveis apresentados, e

apresentou resultados satisfatorios, isto é, recuperacdo entre 80-120% e o coeficiente de

variagdo inferior a 20%.
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Os Limites de Detec¢io e Quantificacdo foram, respectivamente, 0,17 ¢ 0,51 mg L.

Tabela 15. Avalia¢do da veracidade, repetitividade e precisao intermedidria para o método
colorimétrico empregando NPs Ag na determinacdo de deltametrina.

Concentragdo 1° dia 2° dia 3°dia Precisdo intermedidria
mg L R¥ CV** R* CV#* R¥ CV** R* CV**
2,5 1104 49,9 83,1 16,7 114,77 24,2 102,7 16,6
7,5 98,7 59 1149 28 1187 69 110,7 9,6

*Recuperacdo; **Coeficiente de variacdo. Ambos em porcentagem.

A seletividade do método foi avaliada, no qual foram selecionados alguns pesticidas de
uso comum, como cipermetrina, endossulfam, tiametoxam, atrozina e clorpirifés. Todos
solubilizados no co-solvente ACN. Os resultados sdo mostrados na Figura 39. Observa-se que
o nanosensor de prata muda de coloragdo apenas na presenca de deltametrina, indicando a

seletividade do método.

Figura 39. NPAg em contato com diferentes pesticidas, onde: (A) padrao de NPs Ag com dgua;
(B) padrao de NPs Ag com ACN; (C) NPs Ag com Cipermetrina; (D) NPs Ag com
Deltametrina; (E) NPs Ag com Atrozina; (F) NPs Ag com Endossulfam; (G) NPs Ag com
clorpirifés; (H) NPs Ag com Tiametoxam; (I) NPs Ag com Paratiora. Condicdes experimentais:
concentragio do solvente ACN: 25% (v/v); Concentragio dos pesticidas: 10 mg L.

5.7 Aplicacao do método para amostra auténtica de agua de torneira

O método foi aplicado em uma amostra auténtica de dgua potavel. Essa amostra de dgua
apresentou um pH de 6,67 + 0,01 e uma condutancia de 106 £ 2 pS/cm. Vale ressaltar que a
agua Tipo 1 apresentou um pH de 7,61 + 0,01 e uma condutancia de 0,89 * 0,06 uS/cm. Ambas
andlises foram realizadas a 23 + 1 °C. Foram construidas curvas analiticas com superposicao de
matriz (Figura 40). O método de superposi¢cao de matriz foi adotado para minimizar o efeito de
matriz que pode ser causado pela presenca de ions existentes em dgua tratada, como fons de
cloro, fldor, sddio, potéssio, etc. Fato comprovado pela maior condutincia.

A qualidade dos ajustes foi comprovada pelo coeficiente de determinagio (R?),

reportados na Tabela 16 e pelo gréfico de residuos (grafico ndo mostrado), em que os residuos
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se encontram distribuidos aleatoriamente ao redor do zero, ndo apresentando tendéncias. Na

Tabela 16 encontram-se as equagdes das curvas analiticas bem como os coeficientes de

determinagao.
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Figura 40. Curva analitica com superposicao de matriz (dgua tratada) para deltametrina feito
em dias diferentes. (A) Dia 1; (B) Dia 2; (C) Dia 3. Condi¢des experimentais: concentracao de
deltametrina: 1,25 — 12,5 mg L.

Tabela 16. Parametros analiticos obtidos ao quantificar a deltametrina por NPs Ag em trés dias
distintos. Condi¢des experimentais: concentra¢io de deltametrina: 0 — 12,5 mg L

Coeficiente de determinacao

Dia Equacgdo da Reta (R?)
1 A=(-0,01140,001)Lmg=tc + 0,976 + 0,00¢ 0,9643
2 A = (—0,009+ 0,001)Lmg~1c + 1,174 + 0,00¢ 0,9297
3 A =(—0,01540,001)Lmg~! c + 0,949 + 0,00¢ 0,9812

Comparando a sensibilidade das curvas usando agua Tipo 1 (0,010 + 0,002) e 4gua de
torneira (0,012 + 0,003), foram feitos testes estatisticos com o intuito de observar a presenca ou
auséncia de efeitos de matriz: Teste F para avaliar a média das variancias e o Teste T de Student,
para avaliar a média das inclina¢gdes. Com base nos valores observados na Tabela 17 € possivel
observar que para o Teste F o valor tabelado € maior que o valor calculado, o que significa que
as variancias nao diferem significativamente. Assim, a partir do resultado do Teste F, foi feito
o Teste T, onde foi possivel observar que o valor tabelado também € maior que o valor
calculado, logo as médias das inclinagdes ndo diferem significativamente. Desse modo, com

base em nesses resultados, conclui-se que ndo ha efeito de matriz. Ainda, os limites de detec¢ao
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e quantificacdo foram praticamente o dobro em relacdo a dgua Tipo 1, isto €, 0,35e 1,07 mg L

!, respectivamente.

Tabela 17. Testes estatisticos realizados para avaliar se houve efeito de matriz.

Teste estatistico Valor calculado Valor tabelado
Teste F 5,1 19
Teste T de Student 0,75 2,78

Os parametros de mérito veracidade, repetitividade, precisdo intermedidria, limite de
deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados, conforme pré-estabelecido
pela ANVISA!910  Ag andlises apresentaram uma boa veracidade, uma vez que as
recuperagdes dentro do intervalo de 80 — 120%. A repetitividade foi considerada satisfatoria
para o nivel 2, com coeficiente de variacdo inferiores a 20%, entretanto para o nivel 1, o
primeiro e o segundo dia apresentou coeficientes de variacdo superiores a 20%. A precisao
intermedidria também foi considerada satisfatoria com valores de recuperacao entre 80 — 120%
e coeficiente de variagdo inferior a 20%. Na Tabela 18 sdo mostrados os paradmetros e avaliados

em dois niveis.

Tabela 18. Avaliacdo da veracidade, repetitividade e precisdo intermedidria para o método
analitico empregando NPs Ag na determinacio de deltametrina com superposi¢do de matriz.

Concentrag¢ao 1° dia 2° dia 3°dia Precisdo intermedidria
2,5 110,7 494 94,1 41,1 1212 87 108,7 12,6
7,5 1126 72 1157 3,6 1074 373 111,9 3,8

O método proposto foi comparado com outros métodos desenvolvidos para deteccdo de
deltametrina e outros pesticidas piretroides (Tabela 19). Os limites de detec¢do e quantificacao
obtidos no presente trabalho sdo superiores a outros trabalhos. Porém, as vantagens da
metodologia apresentada consiste na facilidade de manuseio da amostra além da possibilidade
de andlises in situ.

Contudo, ao comparar os parametros de ambas curvas analiticas (Figuras 38 e 40) e os
parametros para validacdo feitos para a deltametrina € possivel afirmar que a sua deteccdo por
meio dos nanosensores de prata ¢ um método seletivo, simples, de facil manuseio e que pode

ser utilizado para fazer andlises in sifu.
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Tabela 19. Comparaciao entre os parametros linearidade, limite de detec¢ao e quantificacdo dos
métodos analiticos convencionais para detec¢ao de deltametrina e o método analitico proposto.

Metf) .do Matriz Linearidade Limite de. Qeteggao © Ref.
analitico quantificagao
Método Agua R2 > 0,96 LD -0,17 mg L1 Presente
analitico LQ-0,51 mgL! trabalho
proposto
Micro Agua R2=0,9974 LD -2,1x10°mgL!  Fernindez-
extracao LQ -6,5x107 mg L! Gutiérrez et.
liquido- al.'%
liquido e
GC/MS
5 tipos de
piretréides
Micro Agua R?=0,9985 LD —2x10* mg L' Haddadi et.
extracio LQ - 8x10* mg L al 1%
liquido-
liquido e
GC/FID
2 tipos de
piretroides
HPLC-UV Agua  R?>=0,9705 LD - 4,6x10°mg L'  Zhou et. al'*®
3 tipos de ambiental LQ — Nao obtido
piretroides
GC-ECD Aguado R%>0,9912 LD-2,8x10°mgL"'  Shiet. al'”.
6 tipos de mar LQ-9,4x10° mg L'!
piretréides
GC/MS Aguado R?=0,9999 LD -3,0x10*mg L' Gil-Garcia et.
7 tipos de mar LQ-8,0x10*mg L'! al.'%
piretréides
GC/MS Aguado R?=0,9990 LD-3,80x10"mgL"  Feo et. al.'”
14 tipos de Rio Ebro !
piretroides (Espanha) LQ - 1,25x10°mg L
1
HPLS/MS Aguas Nio obteve LD -88x10%mgL!  Woudneh et.
Vérios superficiais LQ — Nao obtido al.'o
inseticidas
GC/MS Amostras  R?=0,9907 LD-129x10°mgg  Xuet. al'!
5 tipos de de cha !
piretréides LQ-4,32x10° mg g
1
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Met/qdo Matriz Linearidade Limite de. Qete(igﬁo © Ref.
analitico quantificacdo

GC/MS -IT  Amostras  Nio obteve LD -5,0x10°mg g!  Hau et. al.''?
16 tipos de cha LQ — Nao obtido

piretréides

HPLC/UV Tecidos ~ R?> 0,9999 LD - 1,7x10° mg g'! Cheng et.
2 tipos de sufnos LQ-5,6x10° mg g’! al.'3

piretréides
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6 Conclusao

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que foi possivel desenvolver um
método colorimétrico empregando nanoparticulas de prata para detec¢do de deltametrina em
sistemas aquosos. Destaca-se como grande vantagem da metodologia proposta a possibilidade
de andlises in situ.

Além disso foi possivel otimizar a sintese das NPs Ag e caracterizd-las por meio das
técnicas de Espectroscopia de Absor¢ao Molecular UV/Vis, Espalhamento Dinamico de Luz,
Microscopia Eletronica de Transmissao, Potencial Zeta e Espectroscopia no Infravermelho. A
estabilidade das NPs Ag também foi avaliada e, dentre os estabilizantes avaliados, aqueles que
obtiveram €xito na estabilizacao das suspensdes de NPs Ag foram o dodecil sulfato de sédio e
o polivinilpirrolidona. Porém, tais estabilizantes inviabilizaram o emprego das NPs Ag como
nanosensores de deltametrina.

Quanto ao uso de co-solventes, préticos e apréticos, 0s proticos promoveram um
deslocamento batocromico da banda de ressonincia plasmonica das NPs Ag, enquanto os
apréticos, como a acetona apresentou deslocamento da banda. Assim, a acetonitrila foi
selecionada para solubilizar a deltametrina e prosseguir com a valida¢do do método.

Por fim, o método analitico para detec¢do de deltametrina foi validado, avaliando os
parametros limites de deteccdo e quantificacdo, seletividade, faixa linear de trabalho, exatiddo,

repetitividade e precisdo intermedidria, os quais apresentaram resultados satisfatorios.

7 Sugestao para futuros trabalhos

Como perspectivas para futuros trabalhos envolvendo nanosensores de prata, propde-

Se:

e Investigar a interagdo entre os nanosensores de prata € o agente redutor borohidreto de
sodio;

e Substituir o redutor borohidreto de sédio, com o intuito de avaliar a estabilidade das NPs
Ag com outros redutores;

e Investigar a sintese das NPs Ag com agentes redutores que colaborem com o principio da
quimica verde;

e Avaliar a estabilidade das NPs Ag na presenca de outros agentes estabilizantes e,

posteriormente, avaliar a deteccdo em matrizes complexas.
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