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RESUMO

Os organofosforados caracterizam-se como uma classe importante de
pesticidas, atuando como inibidores da atividade enzimética da acetil colinesterase
(AChE). Dentre os organofosforados de uso permitido no Brasil, destacamos o
clorpirifés (CPF).

Neste trabalho, desenvolveu-se novas metodologias para a obtencdo de
Qds de CdTe, em meio aquoso, utilizando-se ultrassom de alta poténcia para
acelerar o processo de obtencdo dos NCs. Em seguida, os Qds obtidos foram
incorporados em hidrogéis de agarose, para avaliacdo do comportamento de suas
propriedades espectroscopicas em diferentes concentracdo do polissacarideo
desta matriz. Por fim, avaliou-se a capacidade de deteccdo dos Qds de CdTe
incorporados em hidrogéis de agarose a 0,50 %(m/v), na presenca de diferentes
concentracbes de CPF (0.1, 0.5 e 1.0 ppm), complexados nas cavidades de
moléculas de 3-CD.

As amostras de Qds sintetizadas foram caracterizadas estruturalmente e
espectroscopicamente pelas técnicas de MET e DRX (estrutural) e Absorbancia
UV-vis e espectroscopia de fluorescéncia e excitagcdo. As amostras incorporadas
nos hidrogéis de agarose e os experimentos de deteccdo dos pesticidas foram
caracterizados por espectroscopia de fluorescéncia.

Os resultados obtidos mostraram a viabilidade das metodologias
desenvolvidas, tanto para a obtencdo dos Qds com tamanho médio abaixo de 5
nm e com boa fluorescéncia e fotoestabilidade, quanto para a deteccdo dos
pesticidas em meio aquoso, comprovando que € possivel o desenvolvimento de
sensores baseados em Qds e ciclodextrinas, sem a necessidade de processos
complicados de conjugacao covalente entre estes compostos, para a aplicacao na
deteccdo de CPF em concentragdes abaixo de 1 ppm, em meio aquoso.

Palavras chave: nanoparticulas, CdTe, quantum dots, pesticidas,

hidrogéis, ciclodextrinas.

VIl



ABSTRACT

Organophosphates are characterized as an important class ofpesticides,
acting as inhibitors of the enzymatic activity of acetylcholinesterase (AChE).
Among the permitted use oforganophosphates in Brazil, we highlight the
chlorpyrifos CPF).

In this work, we developed new methods for obtaining CdTeQDs in agueous
medium, using high power ultrasound to accelerate the process of obtaining the
NCs. Then the Qds obtained so embedded in agarose hydrogels to evaluate the
behavior of their spectroscopic properties in different concentrations of the
polysaccharide matrix. Finally, we evaluated the detection ability of CdTe QDs
embedded in agarose hydrogel 0.50% (w/v) in the presence of different
concentrations of CPF (0.1, 0.5 and 1.0 ppm), complexed in the cavity of 3-CD
molecules.

Qds synthesized samples were characterized spectroscopically and
structurally by TEM and XRD techniques (structural) and UV-vis absorbance and
fluorescence spectroscopy and excitement. The samples embedded in agarose
hydrogels and pesticide detection experiments were characterized by fluorescence
spectroscopy.

The results showed the feasibility of the methodologies developed, both to
obtain the Qds with an average size below 5 nm and good fluorescence and
photostability, and for the detection of pesticides in water, proving that it is possible
to develop sensors based on Qds and cyclodextrins, without the need for
complicated processes covalent conjugation between these compounds for the
application in the detection of CPFconcentrations below 1 ppm in water.

Keywords: nanoparticles, CdTe, quantum dots, pesticides, hydrogels,

cyclodextrins.



CAPITULO 1- Introducéo

1.1 - Pesticidas: uma breve introducao

Pesticidas podem ser definidos como substéncias sintéticas ou naturais,
utilizadas para controlar ou destruir pragas que possam ocasionar prejuizos a
producdo de alimentos ou produtos de origem vegetal, sendo por isso de suma
importancia para a agricultura mundial [1]. No que diz respeito ao termo “pragas”,
este pode ser relacionado a fungos, virus, insetos, plantas parasitas, etc. que se
alimentem e/ou causem patologias a plantas e, conseqientemente, inviabilizem o
consumo de produtos oriundos da agricultura.

O termo pesticida engloba uma vasta classe de substancias, que séo
subdivididas em: inseticidas, fungicidas, bactericidas, herbicidas e etc. Por sua
vez, cada subdivisdo dos pesticidas é representada por uma vasta quantidade de
classes de compostos orgéanicos, onde podemos destacar: organofosforados,
organoclorados, carbamatos e tiocarbamatos, dentre tantos outros [2,3].

Devido a sua vasta utilizacdo nos mais diversos cultivos agricolas os
pesticidas situam-se como um dos principais elementos téxicos ambientais e
ocupacionais no mundo. Isto ocorre, principalmente, devido ao uso indiscriminado
destas substancias, aliado a deficientes fiscalizacbes quanto ao seu uso e
descarte no ambiente e monitoramento da contaminacdo ambiental.

De uma forma geral, os pesticidas caracterizam-se por um elevado tempo
de meia vida no ambiente. Ou seja, apds a sua aplicagdo em cultivos agricolas,
estes se mantém ativos por um tempo maior do que o do cultivo dos alimentos.
Isto ocasiona um acumulo crescente destas substancias no ambiente, resultando
em concentracdes toxicas de residuos, que sdo consumidos por diversos seres
vivos, até chegar ao homem [1]. Além disso, a grande maioria dos pesticidas se
caracteriza por possuir uma consideravel lipossolubilidade, o que facilita a
absorcao rapida destes compostos, quando em contato com a pele e mucosas [1,

2, 4]. Estas caracteristicas justiicam um maior controle, conscientizacdo e



monitoramento rigoroso do manuseio e dos residuos oriundos da utilizagdo dos
pesticidas no mundo.

A contaminacdo dos humanos pode ocorrer de forma direta, durante o
manejo incorreto dos pesticidas durante sua aplicacdo, ou de forma indireta,
através de ingestdo de alimentos contaminados com estas substancias. No
primeiro caso, 0s sintomas ocasionados pela intoxicagdo sdo perceptiveis em um
curto espaco de tempo, visto que o acumulo de pesticidas no organismo se da de
forma acelerada, atingindo niveis téxicos em pouco tempo, caracterizando-se
normalmente em quadros de intoxicacdo aguda. Este tipo de contaminagédo se
restringe aos individuos que trabalham diretamente com os pesticidas, como os
pequenos agricultores, por exemplo. No segundo caso, que atinge em maior grau
toda populacédo, os sintomas normalmente sé sao percebidos apds décadas de
contaminag@o ou, em VAarios casos, nunca detectados. Por isso, caracterizam-se
como intoxicagdes cronicas. Os danos causados pelas intoxicagbes agudas ou
cronicas de pesticidas estao intimamente relacionados com o mecanismo de acéo

toxicodinamico de cada tipo de pesticida [1].

1.2 — Pesticidas organofosforados: estudo do clorpirifés.

Os organofosforados caracterizam-se como uma classe importante de
pesticidas, atuando como inibidores da atividade enzimética da acetilcolinesterase
(AChE). A acetilcolinesterase caracteriza-se como uma enzima capaz de hidrolisar
0 neurotransmissor acetilcolina, que atua em varios processos farmacoldgicos no
sistema nervoso central de varios organismos. Neste caso, 0s principais efeitos
toxicologicos de contaminacbes agudas por estes pesticidas sao: miose
acentuada, diminuicdo da visdo, nauseas, vomitos, coélicas abdominais; apos a
absorcdo pela pele, temos o surgimento de sudorese, salivacdo excessiva,
hipotensdo e bradicardia; por fim, as acdes mais sistémicas caracterizam-se por
fadiga muscular generalizada, contracdes involuntarias, ataxia, perda de reflexos,

convulsdes generalizadas, coma e paralisia respiratoria central [1,4].



Dentre os organofosforados de uso permitido no Brasil, destacamos o
clorpirifés (CPF). Este organofosforado, cuja estrutura molecular encontra-se
exibida na Figura 1.1, é classificado como inseticida, formicida e acaricida,
segundo monografia da Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [5]. Segundo a
mesma monografia, o CPF é pode ser utilizado na aplicacao foliar nas culturas de
algodao, batata, café, cevada, citros, feijdo, macd, milho, pastagem, soja, sorgo,
tomate e trigo. Além dessas aplicacdes, ainda pode ser utilizado no solo nas

culturas de batata e milho.

Cl
Cl
0. s NZ
/ MP;’
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Figura 1.1 — Estrutura molecular do pesticida clorpirifés.

A sua ingestao diaria aceitavel é de 0,01 mg/Kg de peso corporal, o que
pode ser expresso como 0,01 ppm (m/m) de peso corporal. Contudo, para muitas
culturas agricolas nas quais é permitido o uso do CPF, os valores do limite
maximo residual (LMR) deste pesticida pode chegar a valores permitidos de até
2,0 mg/Kg de peso dos produtos agricolas [5]. Logo, estes valores demonstram
gue nao é dificil atingir valores superiores ao limite de ingestédo diaria aceitavel,
devido ao consumo de alimentos contaminados com este pesticida, juntamente
com o consumo de fontes de agua contaminadas, tendo em vista que embora o
CPF tenha uma elevada lipossolubilidade, o valor de sua solubilidade em agua (1
mg/L) [6].

Desta forma, fica clara a importancia do desenvolvimento de metodologias
de deteccdo deste pesticida em concentracdes da ordem de partes por milh&o

(mg/Kg) em amostras solidas e em meio aquoso, com o objetivo de identificar e,



principalmente, reduzir o consumo de alimentos e fontes de dgua contaminadas

por parte de animais e seres humanos.

1.3 - Sensores aplicados a deteccao de pesticidas

O termo sensor pode ser definido como um dispositivo ou sistema capaz de
responder a um estimulo fisico ou quimico, para produzir um sinal detectavel,
qualitativamente ou quantitativamente, referente a este estimulo [7]. Dentro desta
definicdo, temos que os sensores classificados como quimiosensores sdo aqueles
capazes de reconhecer e responder a presenca de compostos quimicos que
denominaremos de analitos [8]. No contexto de riscos ocasionados pela exposi¢cao
direta ou indireta a pesticidas, varios grupos de pesquisa no mundo vem
desenvolvendo quimiosensores capazes de identificar e quantificar quantidades
infimas de pesticidas em diferentes tipos de amostras [3,7-15]. Cada trabalho
desenvolvido nesta &area baseia-se em diferentes tipos de tecnologias para a
deteccdo dos pesticidas. Porém, em sua grande maioria, 0S sensores
desenvolvidos utilizam a especificidade de enzimas imobilizadas para a
complexacao seletiva com determinados pesticidas. Neste caso, a grande maioria
dos trabalhos utilizam colinesterases imobilizadas sobre materiais sensores, para
a deteccdo e quantificacdo de organofosforados [3,7,11,12], um dos pesticidas
mais utilizados mundialmente.

Nos dUltimos anos, alguns grupos de pesquisa vém desenvolvendo
metodologias para a deteccéo de pesticidas organofosforados utilizando sensores
baseados em nanoparticulas de semicondutores (ver descricdo mais detalhada na
proxima sec¢éo) conjugadas a enzimas capazes de interagir especificamente com
estes tipos de moléculas [16-18]. O que todos os trabalhos citados possuem em
comum € a utilizacdo de enzimas imobilizadas aos sensores para permitir a
especificidade de reconhecimento dos analitos desejados. Contudo, a imobilizacéo
de enzimas € um trabalho relativamente complexo, tendo em vista que a formagéo
de novas ligacdes covalentes pode modificar a conformacéo da estruturas destas
proteinas, o que pode resultar na sua inativacao e perda de funcdo. Além disso,

em determinadas condi¢bes de aplicacdo, a obtencdo de amostras de enzimas
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com alto grau de pureza possui um custo razoavel, o que acarreta no
encarecimento do custo de producéo dos sensores que utilizam estas enzimas.
Em 2007, Li e Qu [15] publicaram resultados mostrando a aplicacdo de um
sistema utilizando quantum dots de CdTe, combinados com calixarenos (no caso
em questao foram utilizados os calixarenos do tipo C[4]) [19] (Figura 1.2), para a
deteccado de pesticidas, o que indica a viabilidade de utilizacdo de outros sistema
baseados em nanoparticulas de semicondutores, sem a presenca de enzimas, no
desenvolvimento destes sensores para a analise deste tipo de contaminante

ambiental.

Quantum dots

Calixarenos —

| — CH]

Figura 1.2 - Esquema do sensor baseado em quantum dots e calixarenos [15].



1.4 - Pontos quanticos: propriedades e efeito de confinamento

guantico

Quantum dots (Qds) € a designacdo dada aos nanocristais (NCs) de
semicondutores que se encontram dentro de uma faixa de tamanho dos cristalitos
entre 1 e 10 nm de didametro médio [20-23]. Dentro desta faixa, as propriedades
fisico-quimicas dos cristais variam com o aumento ou diminuicdo de suas
dimensodes, sendo este efeito conhecido como “efeito de confinamento quéntico”
[20,21,23]. Gracas a este fenbmeno € possivel obter-se experimentalmente
materiais semicondutores de mesma composi¢cao quimica, mas com propriedades
fisico-quimicas distintas entre si, variando-se apenas as dimensdes do material
utilizado.

Como consequéncia, atualmente uma das grandes vertentes de estudo dos
Qds é a sua aplicacdo como sensores gquimicos e biologicos [24-34]. Isto se deve
principalmente as seguintes vantagens, em relacdo aos fluoroforos orgéanicos
comumente utilizados para estes tipos de estudos:

e Largo espectro de excitacdo, em relacdo aos fluoréforos organicos,
possibilitando uma maior op¢cdo de comprimentos de onda de excitacao
para a promocao da luminescéncia dos NCs;

e Maior fotoestabilidade, permitindo que os sistemas biolégicos possam ser
excitados por periodos longos sem ocorrer foto-escurecimento;

e Diversas possibilidades de conjugacdo a biomoléculas, sem que a
fotoluminescéncia seja significativamente suprimida, permitindo o
desenvolvimento de protocolos para estudos de varios sistemas bioldgicos;

e Possuem estreitas bandas de fluorescéncia, em comparacdo aos
fluoréforos orgéanicos, possibilitando estudos com marcacdes de
fluorescéncia mudltipla, utilizando NCs com emissdes em diferentes
comprimentos de onda, sem que haja sobreposicdo consideravel das

bandas de fluorescéncia.



Devido ao reduzido tamanho dos quantum dots, 0 nUmero de atomos em
sua superficie & expressivo em relacdo aos a&tomos em seu interior. Com isso, a
contribuicdo dos estados eletrénicos dos atomos de superficie na formacdo das
bandas de valéncia e de conducéo néo pode ser desprezada, ao contrario do que
acontece com estas estruturas em seu estado de bulk [35]. Logo, espécies
quimicas capazes de interagir com estes atomos de superficie, acabam por
interferir drasticamente nos estados eletrbnicos dos Qds, sendo estas
interferéncias passiveis de serem detectadas por técnicas de espectroscopia
eletronica de absorcdo e de fotoluminescéncia. Estas interferéncias podem agir
basicamente por dois mecanismos: (i) aumento da eficiéncia de luminescéncia dos
Qds (enhancing); (ii) ou diminuicdo desta luminescéncia (quenching).

Como a interacdo de pequenas quantidades de espécies quimicas com a
superficie dos Qds séo suficientes para a geracdo das alteracbes descritas acima,
experimentos que comprovam a sensibilidade destas nanoparticulas em detectar
compostos quimicos em concentracdes da ordem de nanomolar em amostras de
agua, sao factiveis de serem realizados com certa facilidade [31].

Outra grande vantagem que justifica a utilizacdo dos Qds como sensores
quimicos € a labilidade de sua superficie. Entenda-se labilidade como a
capacidade de modificacdo quimica sem alteracfes drasticas de propriedades,
sendo esta modificacdo restrita a um pequeno nimero de moléculas organicas e
biomoléculas (proteinas, carboidratos, etc.), as quais denominamos de
funcionalizantes [28]. A utilizacdo de funcionalizantes tem por objetivo melhorar a
seletividade dos Qds em interagir com determinadas substancias de interesse,
como metais pesados [31], pesticidas [33], etc. Trabalhos diversos mostram a
funcionalizacdo dos Qds com anticorpos [28], enzimas, ciclodextrinas [36,37], etc.
Estas moléculas possuem uma natureza quimica de serem altamente seletivas de
interagir com determinados compostos e, consequentemente, a funcionalizacao
dos Qds com estas moléculas é capaz de aumentar a sua seletividade de

deteccdo daqueles compostos.



1.4.1 — Confinamento quantico

Quando se encontram em dimensdes macroscopicas (ou no estado de
bulk) os materiais semicondutores cristalinos possuem suas propriedades fisicas e
quimicas determinadas principalmente pelos atomos que compdem 0 nucleo do
cristal (core), onde os atomos da superficie possuem uma menor participacao para
a determinacdo destas propriedades. Em um material no estado bulk, qualquer
variagdo nas dimensbes do cristal ndo interfere significativamente nas suas
propriedades [21,23].

Entretanto, quando o numero de atomos de um cristal semicondutor se
reduz a algumas dezenas de milhares, seus atomos de superficie passam a fazer
parte de uma fragdo significativa do material, participando efetivamente em suas
propriedades fisicas [20]. Segundo o modelo de orbitais moleculares, a reducéo
drastica do numero de atomos no cristal reduz a sobreposicdo dos seus orbitais
moleculares, fazendo com que o0 rearranjo energético destes seja menor,
resultando numa configuracdo de bandas de valéncia e de conducdo mais
semelhantes a orbitais atdmicos. Neste caso, o cristal obtido possui propriedades
intermediarias entre o material bulk e os ions que o constituem. Este fenbmeno é
conhecido como Confinamento Quantico (Figura 1.3)[20,21,23,35], sendo
fundamental para a aplicabilidade dos Qds.

Banda de Conducéo

Banda de Conducéao 4

Reducéo das
dimensées a
poucos
nandémetros

band gap (Eg) [0 > band gap (Eg)

\ 4

Banda de Valéncia

Eg > Eg, = Confinamento Quantico

Banda de Valéncia

Figura 1.3 - Geracdo do confinamento quantico.



Em um semicondutor no estado de bulk, a energia minima requerida para a
excitacdo de um elétron da camada de valéncia para a camada de conducéo €&
denominada de band gap (Eg) [20,21,23]. Neste tipo de excitacdo, os elétrons
promovidos para a camada de condugao do semicondutor produzem vacancias na
camada de valéncia, tendo estas vacancias um comportamento de uma particula
de carga positiva, sendo denominada de buraco. Contudo, nesta condi¢cao tanto o
elétron na camada de condugdo quanto o buraco na camada de valéncia
apresentam movimento livre de condugédo na estrutura cristalina do semicondutor.
Contudo, quando a excitacdo do elétron resulta em sistema onde haja uma
consideravel atracdo couldmbica entre este e 0 buraco gerado na camada de
valéncia, estas entidades ndo possuem o mesmo grau de liberdade do caso
anterior, sendo esta nova estrutura ligada elétron-buraco denominada de éxciton.
(Figura 1.4). Devido aos valores relativamente altos das constantes dielétricas dos
materiais semicondutores, a energia de interacdo entre os componentes do
éxciton (elétron e buraco) sdo baixas, permitindo uma distancia de separacéo
entre estes da ordem de nanémetros. No seu estado bulk, cada tipo de
semicondutor apresenta um valor préoprio da distancia entre o elétron e o buraco

formadores do éxciton, sendo esta distancia denominada de raio de Bohr do

éxciton [20, 21,23,35].
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Figura 1.4 — llustracao do processo de criagdo de um éxciton, através da
promocdo de um elétron (¢") da banda de valéncia (BV) para a banda de
conduco (BC), com o surgimento de um buraco (h*).



Quando as dimensdes de um material semicondutor se reduzem de tal
forma que os seus valores sejam proximos ou menores do que as dimensdes do
raio de Bohr do seu respectivo éxciton, os elétrons de valéncia tornam-se
confinados a superficie do cristal, quando excitados por um féton de alta energia.
Isto ocorre porque o material ndo mais se comporta como uma rede cristalina,
onde os elétrons podem transladar em diversas direcbes sofrendo perturbacdes
minimas dos ndcleos dos atomos. Neste estado, os elétrons se comportam como
se percebessem as “bordas” do cristal, tornando-se mais atraidos pelos nucleos
préoximos [21,23]. Isto faz com que as energias vinculadas as func¢des de onda que
descrevem o deslocamento de cada elétron se aproximem de valores atémicos,
mais altos do que as energias envolvidas no cristal bulk.

Este confinamento pode ser interpretado de forma simples utilizando-se o
modelo de particula na caixa. Segundo este modelo, um elétron encontra-se
confinado dentro de uma caixa virtual, onde as func¢des de onda do elétron se
restringem ao interior da caixa, ndo permitindo o seu deslocamento para além das
limitacBes de suas paredes. Quanto menor forem as dimensfes da caixa, maior a
separacao energética entre os diferentes niveis associados cada um a uma funcéo
de onda. Fazendo-se uma analogia ao cristal de um semicondutor e definindo as
bandas de valéncia (BVs) e de conducdo (BCs) por funcbes de onda quaisquer,
guando as dimensdes do cristal se reduzem a poucos nanémetros, ha um
distanciamento energético entre as bandas, que se reflete no aumento do valor
energético de seu Eg. Além disso, ocorre uma discretizacdo das BV e da BC que,
em outra palavras, é a diminuicdo dos intervalos energéticos que determinam as
bandas, podendo ocorrer o surgimento de novas bandas durante o processo de
quantizagao [21, 35].

Outro modelo bastante utilizado para descrever o efeito de confinamento
quantico é o modelo de massa efetiva [20,21,23]. Este modelo leva em

consideracao para os calculos dos niveis energéticos do cristal que os elétrons e
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os buracos formados no surgimento de éxcitons possuem uma massa considerada
diferente do que os elétrons e buracos no bulk. Esta diferenca nas massas nao
deve ser interpretada como uma mudanca na quantidade de matéria do elétron,
mas sim como o elétron se comporta quando perturbado por uma forca externa.

Isto é ilustrado pela classica formula da segunda Lei de Newton (Equagédo 1.1)[23]:
m*-a=F (1.1)

Esta mudanca de comportamento ocorre, pois, nas dimensdes reduzidas do
cristal nanométrico, um elétron ou um buraco pode possuir uma massa efetiva
(m*) diferente da mesma entidade produzida no material bulk. Neste modelo, o
calculo da energia do éxciton no material confinado pode ser realizado, utilizando-

se a seguinte formula (Equacao 2.2) [38]:

z°h* (1 1 1.8¢
' 2 Sl
2m,R°\m, m, ) 4rge, R

e

E=E

(1.2)

Na Equacdo 1.2, o primeiro termo € o valor da energia do band gap do bulk;
o segundo termo diz respeito a aproximacdo do confinamento ao modelo de
particula na caixa, dando ao novo éxciton uma dependéncia proporcional a 1/R?
em relacdo ao raio no material e o terceiro termo diz respeito as interacdes
couldbmbicas do material, tendo uma dependéncia proporcional a 1/R. Esta é uma
formula bastante atil nos calculos envolvendo semicondutores sob efeito de
confinamento fraco, porém, sofrendo consideraveis desvios nos resultados para
materiais sob confinamento forte.

Podemos ter dois tipos de confinamento quantico de um material: o
confinamento fraco e o forte [21]. O confinamento fraco ocorre quando o raio do
material nanometrico esta muito proximo do valor do raio de Bohr do éxciton, ou

seja, r = ag. Neste caso, a variagcdo do raio do material contribui com um fator de
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1/R? para a variacdo do band gap. Por outro lado, quando o raio do material é
muito menor do que ag temos o confinamento forte, que contribui sob um fator de
1/R® para a variacdo do band gap do material [39].

Com o efeito de confinamento quantico, todas as propriedades do
semicondutor se modificam, algumas mais significativamente do que outras. As
propriedades 6pticas tais como absorcao eletrénica e fotoluminescéncia [20, 21,
35, 39], por exemplo, alteram-se drasticamente com a quantizacdo de
semicondutores. Com o aumento do confinamento quantico elétrons excitados
com alta energia decaem por recombinacédo excitbnica emitindo fétons que podem
ter energias em praticamente qualquer regido do espectro visivel, até mesmo no
infravermelho. Contrastando com o bulk, onde o processo de relaxacdo ocorre
praticamente pela geracdo de fénons no cristal, 0 processo de fotoluminescéncia
em semicondutores de dimensdes no regime de confinamento quéantico encontra-

se bastante pronunciado.

1.5 - Ciclodextrina: Fundamentos e Aplicacdes

Ciclodextrinas (CDs) séo derivados oligomeéricos de a-D-glicose, resultantes
da acdo enzimatica de glicosiltransferases sobre amido [40-44]. Estes
oligossacarideos apresentam-se como macrociclos, onde cada unidade de a-D-
glicose liga-se a outras unidades através de ligacfes glicosidicas do tipo a-1,4
[41,42]. Dentre as CDs existentes, as mais conhecidas sao: (i) a-CD, formada por
seis unidades de a-D-glicose; (ii) B-CD, formada por sete unidades de a-D-glicose
e; (i) y-CD, formada por oito unidades de a-Dglicose. Estas trés sdo normalmente
denominadas como formas nativas de CDs, pois ocorrem em condi¢cdes normais
de acéo das enzimas citadas [41]. A organizacao ciclica das CDs resulta em uma
conformacao preferencial de um toréide [42] (Figura 1.5), que geram propriedades
bem peculiares as ciclodextrinas [42-44]. A Tabela 4.1 mostra algumas

propriedades destas ciclodextrinas.
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Figura 1.5 - Representacdo bidimensional (acima) e tridimensional (abaixo) da B-ciclodextrina.

Tabela 1.1 — Propriedades gerais de ciclodextrinas nativas [45].

Propriedades a-ciclodextrina | B-ciclodextrina | y-ciclodextrina
Unidades de glucopiranose 6 7 8
PM (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua 14,5 1,85 23,2
(25°C, %m/m)
Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura do toréide (A) 7,9 7.9 7,9
Volume da cavidade (A;) 174 262 427

A disposicdo das hidroxilas primarias e secundarias das ciclodextrinas,
respectivamente nas circunferéncias de menor e de maior diametro, resulta em
uma solubilidade apreciavel destas moléculas em solucdo aquosa [43]. Esta
estrutura tridimensional é mantida estavel por interagbes de hidrogénio
intramoleculares existentes entre as hidroxilas secundarias. Em contrapartida, a
disposicéo dos grupos éteres e metilenos nas porgdes laterais das ciclodextrinas,
produzem um ambiente menos polar no interior do toroide, propiciando um
ambiente favoravel para a complexacdo de moléculas apolares no interior desta
cavidade, ao qual alguns autores denominam “ambiente microheterogéneo”[43].

Além disso, devido a estereoquimica das ciclodextrinas, a cavidade formada pela
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conformacdo de toréide possui uma alta seletividade a complexagdo com
diferentes moléculas organicas, compostos organometélicos e biomoléculas,
justificando a diversidade de pesquisas envolvendo este peculiar oligossacarideo
[40-44].

1.5.1 — Complexos de incluséo e ciclodextrinas

Em varios sistemas biolégicos, assim como em determinados sistemas
quimicos, a interacdo entre duas ou mais espécies moleculares se da pela
combinacédo de um conjunto complexo de interacdes intermoleculares fracas entre
as moléculas em questdo. Salienta-se a importancia da combinacéo entre estas
interagdes, visto que individualmente cada interacdo nao possui energia suficiente
para manter a associacao entre as moléculas. No caso das ciclodextrinas, que
denominaremos como moléculas “hospedeiras”, o conjunto de interagdes entre os
grupos éteres no interior de sua cavidade e determinadas moléculas com baixa
polaridade, ditas como “hdspedes”, pode resultar no encapsulamento dos
hospedes nas cavidades dos hospedeiros, formando estruturas denominadas de
complexos de inclusao.

No caso das ciclodextrinas, a configuracdo espacial da cavidade interna do
tordide faz com que estas moléculas possuam uma elevada seletividade, no que
diz respeito a inclusdo de moléculas nestas cavidades. Por isso a grande gama de
aplicacdes das ciclodextrinas nas areas de sintese organica e analise de
substancias [44].

Como uma das consequéncias mais importantes da formacédo de
complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e diferentes moléculas hdéspedes
temos que a acessibilidade da molécula complexada as moléculas de solvente, ou
outras moléculas do meio no qual ocorre a complexagdo, diminui
consideravelmente. Isto pode resultar em mudancas drasticas das caracteristicas
eletrbnicas tanto das moléculas hospedeiras, quanto da propria ciclodextrina,
sendo estas mudancas alvo de técnicas espectroscopicas de absorcdo e

fluorescéncia, que sdo capazes de correlacionar estas mudangas com o nivel de
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afinidade das moléculas pelas ciclodextrinas, justificando a aplicacdo de
ciclodextrinas em varios sistemas sensores [46-48].

Varias técnicas podem ser utilizadas para a obtencao de informacdes sobre
a formacdo de complexos de inclusdo baseados em ciclodextrinas, tais como
ressonancia magneética nuclear (RMN), espectroscopia infravermelho (1V), técnicas
termoanaliticas como andlise térmica diferencial (DTA) e calorimetria diferencial
exploratdria (DSC), e técnicas espectroscopicas tais como absorbancia UV-Vis e
fluorescéncia [44,46]. Contudo, excetuando-se as duas Ultimas técnicas citadas,
as demais técnicas possuem aplicacdo pouco praticas, pois esbarram em
limitacdes diversas para sua utilizacdo, tais como: (i) concentragdo molar minima
para andlise; (i) estabilidade térmica das moléculas hdéspedes; e (iii) pré-
tratamento para purificacdo dos complexos de inclusao.

Com isso, a grande parte dos grupos de pesquisa que estuda a formacéo
de complexos de inclusdo com ciclodextrinas fazem wuso de técnicas
espectroscopicas de absorbancia UV-vis e/ou fluorescéncia para obtencdo de
informacBes sobre a formacdo destes complexos [44-47]. Um dos formalismos
mais utilizados para interpretar os dados espectroscopicos de complexos de
inclusdo de ciclodextrinas baseia-se no trabalho desenvolvido por Benesi e
Hildebrand [49]. Neste formalismo considera-se que alteracdes espectroscopicas
de uma solucdo de concentracdo conhecida da molécula hospede, com
concentracdes variadas da molécula hospedeira podem ser tratadas através de
um ajuste linear, onde a equacao final obtida nos fornece informacdes importantes
sobre a formacdo dos complexos de inclusdo, tais como a estequiometria entre
héspede:hospedeiro, assim como valores estimados da constante de formacéo
dos complexos. A vantagem dessa abordagem espectroscopica é que pode-se
trabalhar com concentragcbes baixissimas das moléculas analisadas, assim como
€ possivel o trabalho com moléculas termolabeis, o que contorna as limitacdes de

outras técnicas citadas anteriormente.
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1.6 - HipGtese a ser verificada na Tese:

O foco principal desta tese é avaliar a veracidade da seguinte hipdtese
proposta:

Tendo em vista a complexidade de preparacdo e aplicacdo de
determinadas técnicas utilizadas para a deteccdo de pesticidas, podemos
desenvolver uma metodologia simples, do ponto de vista experimental, mas
suficientemente aplicavel para a deteccdo de organofosforados arométicos em
meio aquoso, utilizando quantum dots e ciclodextrinas nao ligados

covalentemente.

Para a avaliacdo final da hipotese acima, determina-se atingir as seguintes
metas:

e Desenvolver uma nova metodologia de obtencdo de nanoparticulas de
CdTe em meio aquoso, com boa luminescéncia e estabilidade. Esta
metodologia deve ser préatica e de baixo custo;

e Obter uma matriz polimérica compativel com as nanoparticulas sintetizadas
e 0 pesticida analisado, com o intuito de se ter um suporte para a
imobilizagdo do material sensor e dos analitos;

e Estudar as condicbes que permitam uma boa compatibilidade entre as
nanoparticulas de CdTe e complexos de inclusdo entre as ciclodextrinas e
0s pesticidas, tendo como um material sensor com luminescéncia estavel,

e Realizar estudos de sensibilidade da luminescéncia do dispositivo sensor, a
amostras, em meio aquoso, de organofosforados em diferentes
concentracbes, na presenca e auséncia dos complexos de incluséao

pesticida:ciclodextrina.
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CAPITULO 2 - Nova metodologia de obtencio de Qds de
CdTe em meio aquoso, obtidos atraves do uso de

ultrassom.

2.1 - Introducéo

As propriedades de Qds de semicondutores do tipo II-VI vem sendo
extensivamente investigados e Vvarios artigos de revisdo e livros vem sendo
publicados contendo informacfGes nessa area [1-4]. Devido ao alto potencial de
aplicabilidade destes materiais, uma gama de rotas de sintese vem sendo
desenvolvidas e aperfeicoadas, com o intuito de se obter particulas de alta
qualidade [3,5-15]. Estas metodologias permitem o controle fino do tamanho,
morfologia, distribuicdo de tamanho e estabilidade destas nanoparticulas. A
principal consequéncia desses esforcos na melhoria das rotas de sintese é o
grande nimero de aplicacdes dos Qds em diversas areas de pesquisa [16-26].

Quando comparados com outros Qds do tipo 1I-VI, como o CdSe e o CdS,
as rotas de sintese e caracterizacdo de Qds de CdTe em meio aquoso ainda nao
sdo bem desenvolvidas. A producéo de ions telureto estaveis em meio aquoso € o
grande empecilho para o desenvolvimento das rotas de sintese deste tipo de
nanoparticulas. Isto se da devido a alta reatividade do teldrio a processos
oxidativos, tendo este uma facilidade de producdo de cétions sob condi¢des
normais e a baixa reatividade para processos redutores, necessarios para a
producéo de ions telureto, nas mesmas condi¢gdes. O telurio reage facilmente com
0 oxigénio para produzir o seu respectivo 6xido (TeO), sendo este 6xido bem mais
estavel a processos envolvendo agentes redutores utilizados para a producao dos
ions telureto.

As rotas de sintese mais conhecidas na literatura para a producdo de Qds

do tipo 1I-VI, particularmente sistemas do tipo CdX (X = S, Se ou Te), baseiam-se
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no uso de quimica coloidal, através da injecdo rapida de reagentes
organometalicos em solventes coordenados aos cations metalicos, em condi¢es
de temperatura acima de 150°C. E reportado na literatura que Qds de CdTe
podem ser obtidos utilizando-se reagentes organometalicos na presenca de trioctil
fosfinoxido (TOPO), ou utilizando-se aminas primarias, e trioctil fosfina (TOP) a
200°C [9]. Embora obtenham-se nanoparticulas com excelente qualidade, do
ponto de vista estruturas e de propriedades oticas, os reagentes Cd(CHjs),, Al,Tes
e outros reagentes utilizado nestas rotas de sintese possuem elevada toxicidade,
sdo piroféricos, explosivos e relativamente caros [27-29]. Estas desvantagens vém
encorajando varios grupos de pesquisa a desenvolver rotas que utilizem fontes
alternativas de cadmio e teldrio, no lugar de Cd(CH3), e Al,Tes, com o intuito de
obter Qds de CdTe utilizando-se reagentes mais “amigaveis” [30,31].

Uma alternativa mais segura para a obtencédo de Qds de CdTe é através de
metodologias em meio aquoso. Neste caso, o tellrio pode ser reduzido a ions
telureto utilizando-se reagentes redutores consideravelmente menos perigosos,
como € o caso do borohidreto de sodio (NaBH,), em condicBes de atmosfera
inerte [14, 32-36]. Contudo, as metodologias descritas na literatura sdo bastante
lentas, no que diz respeito a obtencdo dos ions telureto, devido a baixa reatividade
do teldrio a processos redutores (como ja discutido anteriormente) [36,37]. Isto
torna-se uma desvantagem para a utilizacdo destas metodologias para a producao
em larga escala de Qds em meio aquoso.

Recentemente, a utilizacdo do ultrassom para a producdo de nanoparticulas
monodispersas foi proposta por alguns autores [4, 38-40]. Nestes estudos, a
utilizacdo do ultrassom limita-se a melhorar a homogeneizacédo dos reagentes
utilizados na sintese, apesar de que o titulo desses artigos sugerirem que os Qds
foram obtidos gracas a irradiacdo do ultrassom, dando a entender erroneamente

que estas irradiacdes seriam cruciais para a obtencdo das nanoparticulas.
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2.1.1 - Processos quimicos assistidos por ultrassom

Ultrassom pode ser definido como ondas mecanicas, que se propagam em
diferentes meios, com uma freqiéncia de oscilacdo acima de 16kHz, tendo
utilidade para processos quimicos, ondas na faixa de frequéncia entre 20 e 1000
kHz [41,42]. Estas ondas mecanicas, quando propagadas em meio liquido, geram
estados de alta pressao, seguidos rapidamente por estados de rarefagdo, em
varios ciclos por segundo. O encadeamento destes estados resulta em
aproximacoes e distanciamentos criticos das moléculas do meio de propagacéo,
ocasionando a formacgéo de microcavidades, que sdo preenchidas por moléculas
do meio no estado de vapor. Em um segundo momento, com o desenvolvimento
do estado de rarefacdo, estas microcavidades tendem a se expandir, aumentando
a quantidade de moléculas no estado de vapor, em seu interior. Com 0 surgimento
do préximo estado de alta pressdo, estas cavidades ndo possuem energia
suficiente para manter sua estrutura, resultando em um colapso implosivo destas
cavidades, liberando grandes quantidades de energia em pequenos volumes do
ambiente. Ao processo descrito acima, denomina-se “efeito de cavitagdo acustica”
[41,42].

As energias liberadas durante o processo de cavitacao acustica desencadeiam
diversas consequéncias interessantes:

e O aumento de temperatura local pode chegar a centenas de graus
Celsius, podendo produzir a fusdo ou decomposicdo de diversos
compostos;

e As ondas de choque geradas pela combinacdo das implosées com as
proprias ondas de ultrassom auxiliam no aumento das taxas de
transferéncia de massas no meio, 0 que resulta em uma excelente
homogeneidade de substancias dissolvidas ou suspensas no meio de
propagacao;

e As ondas de choque sdo ainda capazes de aumentar a taxa de colisbes

entre particulas solidas suspensas no meio, 0 que resulta em uma
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diminuicdo destas particulas e no consequiente aumento significativo do
potencial quimico na superficie destas particulas;

e Em processos utilizando ultrassom de alta freqiiéncia em meio aquoso,
temos ainda a possibilidade de geragédo de radicais OHes e He, que séo
capazes de catalisar processos de oxirreducdo de diversos compostos
quimicos.

Todos os efeitos descritos acima justificam a utilizacdo do ultrassom para a

melhoria de processos quimicos, visando a diminuicdo do tempo de reagdo, a nao
utilizacao de elevadas temperaturas durante o desenvolvimento destes processos

e aumento do rendimento geral das reacoes.
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2.2 - Proposta

A proposta desta parte da tese é o desenvolvimento de uma metodologia
nova, simples e rapida para a obtencdo de Qds de CdTe em meio aquoso,
utilizando irradiagcbes com ultrassom para acelerar o processo de reducdo do
teldrio, através do aumento da reatividade do metal ao reagente borohidreto de
sédio e, consequentemente, diminuindo drasticamente o tempo necessario para o
processo de reducdo. Além disso, propde-se uma metodologia simples para o
crescimento rapido das nanoparticulas sintetizadas, com o intuito de obter Qds

com propriedades oOpticas distintas, derivados de uma mesma amostra.

2.3 - Metodologia experimental

2.3.1 - Reagentes:

Em todos o0s experimentos descritos nesta secdo, utilizaram-se o0s
seguintes reagentes, utilizados sem tratamento prévio:

Teldrio em po, borohidreto de soédio (NaBH;) e acido mercaptoacético
(AMA) (HSCH,COOH) foram obtidos da Sigma Aldrich. As solugdes utilizadas de
perclorato de cadmio (Cd(ClO4),;) e de hidréxido de sodio (NaOH) foram
preparadas utilizando-se agua deionizada, com uma resistividade nominal de 18.2
MQ.cm.

2.3.2 - Processo de reducéao de telurio sob acdo de ultrassom de alta
frequéncia:

O processo de reducgédo do teldrio a telureto foi realizado em duas etapas.
Primeiro, foram adicionados 4 mL de &gua deionizada e 0,2 mmols de
telrio em pd, em um tubo de vidro especifico para a realizacéo de irradiacdes de

ultrassom, onde o tubo foi conectado a sonda de irradiacdo, como mostrado na

Figura 2.1. Em seguida, a mistura foi irradiada com um ultrassom de alta
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frequéncia (Sonics & Materials VCX 130PB, 20 kHz, 130 W/cm2, 1 cm2, sonda de
titnio de imersao direta) com uma amplitude de irradiacdo de 50%, durante cinco

minutos.

Figura 2.1 — Vidraria conectada a sonda de irradiac¢éo por ultrassom.

Segundo, apdés a primeira irradiacdo, 0,4 mmols de NaBH, foram
adicionados a dispersao de teldrio irradiada, e a segunda mistura foi novamente
irradiada por dez minutos, nas mesmas condi¢des. Por fim, uma solugéo violeta e
limpida foi obtida (a cor violeta é devido a formacdo do Na,Te,, uma forma de
telario reduzido). Todo processo de reducéao foi conduzido sob atmosfera inerte de
nitrogénio (Ny).

2.3.4 - Sintese dos Qds de CdTe:

Para a sintese dos Qds de CdTe, 40 mL de uma solugdo 0,02M de
Cd(CIQO,)2 (0,8 mmol) foram diluidos em 150 mL de agua deionizada e 1,6 mmol
de AMA foi adicionado sob agitacdo constante, sendo o pH final da mistura

ajustado para 10,5 através da adicdo gota a gota de uma solugdo 2M de NaOH.
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Por fim, a solugcdo previamente obtida de Na,Te, foi injetada rapidamente a
solucdo de Cd/AMA e, ap6s agitacdo manual, uma suspensdo limpida e
alaranjada de Qds de CdTe foi obtida. A proporcdo final, em mols, dos

componentes do sistema foi de 4:1:8 para Cd:Te:AMA.

2.3.5 - Crescimento controlado dos Qds em condi¢fes hidrotérmicas,

utilizando microondas:

Como metodologia rapida para a obtencédo de Qds de CdTe com diferentes
energias de band gap e, consequentemente, de fluorescéncia, submeteu-se
aliguotas dos Qds de CdTe recém sintetizados a diferentes condicbes de
temperatura e pressao, através da utilizacdo de reatores solvotermais submetidos
a irradiacdo de microondas. Para o crescimento controlado dos Qds, utilizou-se o
sistema de sintese por microondas Discover | da CEM. O volume de amostra
utilizado nos experimentos foi de 3,5 mL de suspensdo de Qds. As condigOes

experimentais para o crescimento foram:

Tabela 2.1 — Condic@es hidrotermais utilizadas para o crescimento dos Qds de CdTe

Amostra Tempo de Irradiacdo (min) Temperatura (°C)
Amostra 1 1 100
Amostra 2 1 120
Amostra 3 2 120

As amostras obtidas foram caracterizadas através de espectroscopia de

absorcao eletrdnica e fluorescéncia.

2.3.6 - Caracterizacao dos Qds obtidos:

Apoés a obtencdo da suspensdo de nanoparticulas de CdTe, realizou-se a
caracterizacdo do processo de sintese por espectroscopia de absor¢cado UV/Visivel,
para a verificagdo da qualidade da suspensao coloidal, isto €, para verificar-se a

auséncia total de particulas ou contaminantes fora do regime coloidal, além de

26



confirmar se o tamanho das particulas recém sintetizadas encontravam-se no
regime de confinamento quéantico. Para isso, utilizou-se um espectrofotometro de
absorcdo da marca HR 4000 CG, Ocean Optics. A regido analisada foi entre 190
até 900 nm. Realizou-se a caracterizacdo espectroscopica (espectroscopia de
fluorescéncia e excitacdo) da suspensdo de CdTe obtida, com o intuito de se
identificar a regido exata da banda de fluorescéncia das nanoparticulas, assim
como o comportamento das bandas de excitacdo da suspensao, utilizando-se para
isso um espectrofluorimetro ISS K2, com resolucdo de 0,5 nm e lampada de
Xenodnio de 300 W como fonte de excitacdo, fazendo-se uma varredura entre 400
até 650 nm. As configuracbes de fendas utilizadas foram: 2 mm / 2 mm para
excitacdo e 1 mm / 1mm para fluorescéncia.

A caracterizacdo estrutural foi realizada através de microscopia eletrénica
de transmissédo (MET) de campo claro, com o intuito de se avaliar o tamanho das
particulas obtidas, assim como a morfologia destas. As medidas foram realizadas
utilizando-se o equipamento Tecnai 20, fabricado pela FEI, com tenséo do feixe de
80 kV. Coletaram-se micrografias de campo claro, nas quais o feixe de elétrons
utilizado é difratado para todas as direcdes através de um processo de colisdo
elastica, o que permite estudos sobre a morfologia do material. As medidas de
MET foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE). A analise de difracdo de raio-X foi realizada no Departamento de
Fisica da UFPE, através de difratbmetro Siemens Nixdorf D5000 digital (com
biblioteca cristalogréafica), com radiacdo Ka(Cu)= 1,544A.

2.4 - Resultados e Discussao

O efeito da irradiagdo de ultrassom no processo de reducao do telurio pode
ser dividido em duas componentes: (i) a irradiacao inicial de ultrassom foi utilizada
para reduzir as dimensbes dos grdos de teldrio, tendo como resultado a
fragmentacao dos gréos de teldrio em particulas com dimensdes reduzidas, o que

representa uma maior area superficial para a mesma massa de material irradiado,
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0 que ocasiona um aumento na reatividade do teldrio ao agente redutor NaBHy,,
gquando comparamos aos graos com suas dimensdes originais. A diferenca entre
as dimensdes dos gréos de tellrio antes e depois da primeira irradiacdo pode ser
vista nas micrografias apresentadas na Figura 2.2; (ii) apos a adicdo do NaBH, ao
meio reacional, a segunda irradiacdo de ultrassom propicia uma alta taxa de
transferéncia de massa na interface entre as particulas fragmentadas de telurio e
a solucéo contendo o agente redutor, o que age como um catalisador do processo

de reducéo ocorrido (ver Equacdes 2.1 e 2.2 para uma melhor compreensao).

1h
Tesy +2NaBHy — Na,Te, Equacdo 2.1

1)) (15 min) .
Teisy + 2NaBH, ——— Na,Te, Equagao2.2

- b : 0 P
gPhecy _Probe  Mag WD Det - , AccV _Probghl. Mag WD Det- 1 Tum®

‘_‘;IS.DW:_E x10000  12/°SET K 15.0v L9980  x10000 11, SE
.

™
0. . i :

Figura 2.2 — Micrografias de MEV de gréos de telUrio antes (A) e apés a irradiacéo (B) com ultrassom.
A amplificacdo das imagens é de X 10.000.

O processo de reducdo do telirio em meio aquoso, cujos artigos da
literatura ndo expdem com tanta clareza, foi melhorado consideravelmente, do
ponto de vista da diminui¢cdo drastica no tempo de reducdo do metal (15 minutos
no total). Alguns trabalhos na literatura [32,33,35,37] mencionam que 0 tempo

necessario para a reducdo do telario é da ordem de algumas horas, tempo bem
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superior ao obtido pelo procedimento apresentado. Esta drastica reducdo no
tempo mostra a grande viabilidade da metodologia desenvolvida para a producao
em larga escala de Qds de CdTe, em meio aquoso. No contexto do trabalho
apresentado nesta tese, a metodologia de reducdo desenvolvida apresentou-se
como uma via pratica para a obtencdo dos Qds de CdTe utilizados nos
experimentos de sensoriamento desenvolvido (ver no Capitulo 3).

A Figura 2.3 exibe o espectro de absorbancia da suspenséao obtida de Qds
de CdTe, utilizando a metodologia proposta. Através da extracdo da primeira
derivada do espectro de absorbancia, na regido localizada no inicio da banda de
absorcdo apresentada [43], foi possivel calcular-se o band gap o6tico dos Qds
obtidos, sendo o valor de Eg= 2,3 eV, aproximadamente. Este valor € bem superior
ao band gap do CdTe em seu estado bulk (Eq= 1,6 eV) [2,44] e comprova que as
nanoparticulas obtidas apresentam-se em regime de confinamento quantico forte
[2,14,33,45].
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Figura 2.3 — Espectro de absorbancia dos Qds de CdTe em meio aquoso.
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Ainda analisando a Figura 2.3, observamos a presenca de um ombro no
espectro, com um maximo de absorbéancia localizado em 490 nm, que é atribuido
a transicdo de excitdnica de menor energia (Eisis) dos Qds sintetizados [1,2]. A
formacgéo de éxcitons em semicondutores no estado de bulk se da com a absor¢éo
de pacotes de energia com valores ligeiramente mais baixos do que o valor do
respectivo band gap. Contudo, para sistemas cujas dimensdes sdo menores do
que o raio de Bohr do éxciton (ap) para o semicondutor em questéo (a, = 7.5 nm,
para o CdTe [2]), a energia necessaria para a formacao de éxcitons em Qds torna-
se maior, devido ao aumento da atracdo couldmbica entre o elétron excitado e o
buraco resultante na camada de valéncia. Com isso, a transicdo excitonica
ocorrerd em valores de energia superiores ao do band gap das nanoparticulas,
como visto na Figura 2.3, o que corrobora com a afirmativa de que as particulas
obtidas encontram-se dentro do regime de confinamento quantico.

A Figura 2.4 exibe os espectros de excitacdo e fluorescéncia das
nanoparticulas obtidas. O espectro de fluorescéncia foi obtido com excitacdo em
337 nm. Como primeira analise dos espectros apresentados, destacamos a ampla
faixa de comprimentos de onda coberta pelo espectro de excitacdo, que podem
ser utilizados para produzir o mesmo espectro de fluorescéncia apresentado. Para
fluoréforos organicos, a faixa de comprimentos de onda de excitagdo normalmente
€ estreita e apresenta-se bem proxima da banda de fluorescéncia desses
compostos. No caso dos Qds, esta ampla faixa de comprimentos de onda de
excitacdo € uma das grandes vantagens que justifica a utilizacdo dos Qds como
sensores fluorescentes, tendo em vista que fluoréforos organicos convencionais
apresentam deslocamentos de Stokes mais estreitos. No caso dos Qds
sintetizados, por exemplo, o valor do deslocamento de Stokes é de
aproximadamente 66.5 nm. Esta distancia representa a diferenca entre o maximo
da banda de fluorescéncia (556.5 nm) e o maximo da banda de absorbancia (490
nm), considerando-se uma excitagdo direta através da primeira transicdo
excitbnica. Contudo, podemos excitar os Qds em qualquer dos comprimentos de
onda cobertos pelo espectro de excitacdo, obtendo-se 0 mesmo espectro de

fluorescéncia, com intensidades variaveis.
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Figura 2.4 — Espectros de fluorescéncia e excitacdo da suspensdo de Qds obtidas apds a sintese.

Como mostrado no espectro de fluorescéncia, as nanoparticulas possuem
apenas uma unica banda de fluorescéncia, com o maximo de fluorescéncia
localizado em Anax = 556.5 nm e uma largura e banda a meia altura (FWHM) de 49
nm. Este valor obtido de FWHM representa uma boa homogeneidade na
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas obtidas [10,23,26,28] e que garante
uma fluorescéncia restrita numa determinada regido visivel do espectro
eletromagnético. Além disso, o formato simétrico do espectro de fluorescéncia
indica um numero reduzido de defeitos de superficie nas nanoparticulas. Estes
defeitos, quando presentes em quantidade razoavel, comprometem as
recombinacdes radiativas dos éxcitons formados nos Qds, devido a formacao de
estados eletrénicos que funcionam como armadilhas, o que pode ocasionar uma
diminuicdo da intensidade de luminescéncia das nanoparticulas, assim como uma
alargamento da banda de fluorescéncia do sistema. A eliminagéo desses defeitos
de superficie é fundamental para a melhoria da eficiéncia do decaimento

radioativo durante a recombinacdo excitbnica, o que garante uma boa intensidade
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de fluorescéncia dos Qds, permitindo a sua aplicagdo como quimiosensores
fluorescentes [23,26].

A reducédo dos defeitos de superficie dos Qds sintetizados € justificado pela
natureza quimica do tipo de estabilizante utilizado. Como ja demonstrado
previamente na literatura [33], estabilizantes do tipo tiol, como é o caso do AMA,
sdo passiveis de sofrerem hidrdlise, durante o crescimento das nanoparticulas.
Como resultado desta hidrélise, o grupamento tiol ligado a superficie das
particulas € liberado na forma de ion sulfeto, que se combina com os atomos de
cadmio superficiais e livres em solucéo, resultando na formagao de uma “casca”
de CdS sobre as nanoparticulas. Esta camada externa composta de um
semicondutor de valor superior ao do “caro¢co” de CdTe, funciona como uma
camada de passivacao in situ, o que melhora a qualidade da fluorescéncia do Qds
sintetizados.

Como forma de obter Qds com emissdes em regides distintas do espectro
visivel, avaliou-se a viabilidade de utilizacdo dos Qds sintetizados para a obtencao
de nanoparticulas com tamanhos maiores, mas ainda em confinamento quantico,
executando-se, para este fim, tratamentos térmicos em condi¢des hidrotermais. As
Figuras 2.5, 2.6 e 2.7 exibem, respectivamente, as emissfes das amostras, 0s
espectros de absorbancia e de fluorescéncia das amostras de Qds originais e
tratadas com microondas. Como se pode observar nas figuras, o tratamento
térmico em diferentes condicbes de tempo e temperatura permitiu a obtencao de
Qds com caracteristicas espectroscépicas distintas, o que mostra a viabilidade

desta metodologia para a inducdo do crescimento controlado das nanoparticulas.

Figura 2.5—- Emissfes das amostras tratadas termicamente em condic¢Ges hidrotermais. Da esquerda
para a direita: Amostra 1, Amostra 2 e Amostra 3.
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Figura 2.6— Espectros de absorbancias de Qds de CdTe néo tratados e tratados com microondas.

As condicfes extremas de temperatura e pressao as quais as amostras de
Qds foram submetidas, utilizando-se condi¢cdes hidrotermais através de irradiacédo
de microondas, permite uma taxa de aquecimento da amostra em um intervalo de
tempo muito curto, o que acelera a taxa de crescimento das nanoparticulas, sem
gue haja a formacéo significativa de novas sementes de cristalizacdo. Em outras
palavras, os Qds crescem de forma acelerada e uniforme, sem que haja um
significativo aumento na dispersdo de tamanho dos Qds ou nanoparticulas
resultantes com pronunciado numero de defeitos de superficie. Isto fica claro nos
espectros apresentados nas Figuras 2.5 e 2.6, onde ndo se observa alargamentos
significativos nas bandas de absor¢cdo das amostras tratadas termicamente, assim
como nas bandas de fluorescéncia das respectivas amostras, onde os valores de
FWHM situam-se abaixo de 50 nm, excetuando-se a amostra 3, onde o valor de
FWHM foi igual a 56 nm. Vale ressaltar que os tratamentos tiveram uma duracao
de tempo abaixo de 3 minutos, o que mostra a viabilidade desta metodologia de
crescimento para a obtencdo rapida e controlada de Qds com propriedades

espectroscopicas distintas.
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Figura 2.7 - Espectros de fluorescéncia de Qds de CdTe néo tratados e tratados com microondas.

A Figura 2.8 exibe uma micrografia de MET das nanoparticulas recém
sintetizadas. Pode-se observar a presenca de nanoparticulas com diametro meédio
abaixo de 5.0 nm. Particulas de CdTe com estas dimensfes estdo em
consisténcia com os dados espectroscopicos apresentados previamente, e
corroboram a afirmativa a respeito do regime de confinamento quéantico sob o qual
encontram-se as nanoparticulas analisadas. As nanoparticulas apresentam uma
boa cristalinidade, como pode ser visto na imagem de alta resolu¢céo em destaque.

Além disso, as nanoparticulas aparentam ser monodispersas, 0 que
novamente esta em concordancia com os resultados de fluorescéncia discutidos
previamente. A imagem de alta resolucédo exibe um padréo de franjas relacionado
aos planos [2 0 0], apresentando-se com uma distancia interplanar de 0.32 nm,
indicando que as nanoparticulas de CdTe possuem um sistema cristalino do tipo

cubico blenda de zinco [46].
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Figura 2.8— Micrografia de MET dos Qds de CdTe. Imagem de alta resolucdo de uma nanoparticula de
CdTe (destaque).

Por fim, a Figura 2.9 exibe o padrdo de DRX das nanoparticulas obtidas.
Uma analise comparativa do padrdo obtido com dados da literatura [47] comprova
a presenca do sistema cristalino cubico nas particulas, o que corrobora com 0s

dados interpretados da imagem de MET de alta resolucao.
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Figura 2.9 — Difratograma de Raio-X de p6 das nanoparticulas de CdTe sinetizadas.

2.5 - Concluséao

Demonstramos o desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida e
segura para a preparacdo de Qds monodispersos de CdTe em meio aquoso,
através da utilizacdo de irradiacdo por ultrassom. Este recurso permitiu acelerar o
processo de reducdo do telurio, considerado o “gargalo” deste processo de
sintese. Além disso, a metodologia utilizada permitiu um controle aceitavel da
morfologia das particulas, assim como da qualidade destas, no que diz respeito as
suas propriedades espectroscopicas. Por fim, a utlizacdo de condicbes
hidrotermais através da utilizacdo de irradiagdo por microondas permitiu um
controle fino do crescimento dos Qds sintetizados, produzindo particulas com

propriedades espectroscopicas distintas, em um curto intervalo de tempo.
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CAPITULO 3 - Andlise do comportamento de Qds de

CdTe incorporados em hidrogéis de agarose.

3.1 —Introducéo

Hidrogéis podem ser definidos como materiais que se apresentam na forma
de redes reticuladas, onde as cadeias que formam estas redes interagem entres si
por ligacbes quimicas e/ou interacdes fisicas, capazes de formar géis que
conseguem absorver, e manter em sua estrutura, grandes quantidades de agua
[1]. Textura “soft’, capacidade de responder a estimulos externos,
biocompatibilidade e a capacidade de armazenamento de agua, classificam os
hidrogéis como materiais impares, sendo por isso utilizados para diversas
aplicacbes, que vao desde a industria alimenticia, até aplicacdes nas areas de
biotecnologia [1-5].

A grande capacidade de absorcdo de agua dos hidrogéis é derivada da
presenca de grupos funcionais hidrofilicos presentes em estruturas que ndo se
dissolvem na agua, ou dissolvem-se em determinadas condi¢des, o que permite o
aprisionamento das moléculas de agua em estruturas confinadas no “esqueleto”
dos hidrogéis, sendo estes compartimentos interconectados ou néo [1,6,7].

Os hidrogéis podem ser classificados de diferentes formas, no que diz
respeito as suas propriedades quimicas e fisicas. Dentre as classificacdes mais
utilizadas, podemos destacar:

e Quanto ao método de obtencdo: nesta classificacdo, temos os hidrogéis
do tipo homo-poliméricos, co-poliméricos, ou ainda multi-poliméricos, onde
nos dois ultimos casos, diferentes combinacdes e proporcdes entre 0s
polimeros utilizados para a preparacdo dos hidrogéis resultam em sistemas
com propriedades distintas. Ainda nesta classificacdo, temos os sistemas
do tipo “redes interpenetrantes”, que diferentemente dos sistemas

anteriores, sdo formados pela polimerizacdo de um polimero qualquer A, na
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presenca de um polimero B, resultando no entrelacamento das redes
poliméricas presentes [8].

e Quanto a presenca de cargas: nesta classificacdo, temos a divisdo dos
hidrogéis em catidnicos, aniénicos, anfotéricos e neutros. Esta classificacéo
baseia-se na predominancia ou ndo destas cargas, o que nao significa que
alteracbes no meio possam modificar as caracteristicas dos grupos
funcionais dos hidrogéis, o que pode acarretar em mudancas na presenca
de determinado tipo de carga nas estruturas.

e Quanto a estabilidade quimica: nesta classificacdo, temos a divisdo dos
hidrogéis em estaveis e passiveis de degradacdo. Hidrogéis estaveis
conservam suas propriedades independentemente das condigcdes do meio
em que é formado. Por outro lado, os hidrogéis degradaveis sofrem
decomposicdo de sua estrutura, em determinadas condicbes, como
variacdo de temperatura, pH e incidéncia de irradiacdes de alta energia, por

exemplo.

Quando as moléculas de &gua confinadas nos hidrogéis situam-se
localizadas em estruturas do tipo canais, este ambiente permite a difusdo de
moléculas hidrossoluveis dentro da estrutura do hidrogel, com diferentes graus de
liberdade que dependem da afinidade das moléculas de 4gua em se manterem
“aprisionadas” aos grupos funcionais presentes nas paredes dos hidrogéis. Esta
capacidade de aprisionamento de moléculas de agua através de seus grupos
funcionais permite aos hidrogéis modularem a difusibilidade de moléculas em suas
estruturas. Isto permite aplicacdes nas areas de liberacdo de farmacos, utilizacao
como meios reacionais, etc [9,10]. Além disso, a diminuicdo da fracdo de
moléculas de &gua livre faz com que haja uma diminuicdo da solubilidade de
moléculas pouco soluveis em agua, no interior dos hidrogéis. Isto pode resultar em
uma migracao facilitada destas moléculas para fora da estrutura do hidrogel, o que
€ de grande valia para pesquisas envolvendo liberacdo controlada de farmacos,
assim como na migracdo destas moléculas para por¢ées menos hidrofilicas

presentes na estrutura do hidrogel. Por fim, a diminuicdo da difusdo de estruturas
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maiores como macromoléculas ou nanoparticulas resulta em uma reduzida taxa
de agregacao destas estruturas, em comparagcdo aos sistemas livres em meio
aguoso, o que € de grande importancia na preparacdo de compositos ou blendas
homogéneas, envolvendo estes elementos. Dentre os varios tipos de polimeros
utilizados para a obtencdo de hidrogéis, para as mais diversas aplicaces, a
agarose apresenta-se como um dos que possuem um baixo custo de obtencéo,
excelente biocompatibilidade, estabilidade quimica e, por isso, se apresenta como
um dos mais utilizados.

Agarose € um polissacarideo linear que consiste de unidades repetidas de
agarobiose (B-D-galactopiranose, com ligacdes do tipo 1,3, e 3,6-anidro-a-L-
galactopiranose, com ligacdes do tipo 1,4) que é extraido do Agar obtido de algas
marinhas vermelhas (Rhodophyta). Apresenta-se como um polimero n&o iénico,
embora alguns tipos de agarose vendidos comercialmente possam apresentar,
principalmente, quantidades variaveis de grupamentos sulfonatos e piruvatos [1,3].
A presenca destas “impurezas” pode afetar consideravelmente as propriedades
fisico-quimicas dos hidrogéis derivados deste polissacarideo.

O mecanismo de formacdo de hidrogéis de agarose foi primeiramente
proposto por Rees [11] e comprovado posteriormente por Arnott e colaboradores
[12]. Durante o processo de resfriamento de uma solucdo a quente de agarose,
ocorre uma migracdo das cadeias do polissacarideo para fora da solucédo, onde
estas cadeias passam a se organizar em duplas hélices. Com o andamento do
processo de gelificacdo, estas duplas hélices de organizam em arranjos maiores,
resultando na formacédo de cavidades no hidrogel resultante, onde a agua fica
confinada em poros interligados cujos didmetros podem variar de 1 a 900

nandmetros, dependendo da concentracao final do polissacarideo [13].
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3.2 - Proposta

A proposta desta etapa do trabalho de tese € o estudo espectroscépico dos
Qds de CdTe, obtidos pela metodologia descrita no Capitulo 2, na matriz de
hidrogéis de agarose, no que diz respeito ao efeito da concentracdo do
polissacarideo na fluorescéncia dos Qds, assim como na sua fotoestabilidade,
além de se avaliar o comportamento difusional das nanoparticulas na matriz do
hidrogel. Estas informacfes serdo cruciais para validar a viabilidade da utilizacao
deste sistema para a deteccao do pesticida CPF em meio aquoso (ver Capitulo 4

para maiores detalhes).

3.3 — Metodologia experimental:

3.3.1 — Reagentes:

Para a preparacdo dos hidrogéis, utilizou-se agarose com baixo teor de
grupamentos idnicos e elevada transmitancia na regiao de fluorescéncia dos Qds
(530 nm, T > 99%) (Agarose NA, Amersham Biosciences). Para a preparacao dos
hidrogéis utilizou-se agua deionizada, com uma resistividade nominal de 18.2
MQ.cm.

3.3.2 — Preparacéao dos hidrogéis contendo Qds de CdTe:

Para a observacdo do comportamento da fluorescéncia dos Qds de CdTe
em diferentes matrizes de agarose, preparou-se hidrogéis do polissacarideo em
trés concentragdes finais diferentes: 0.25, 0.50 e 1.00 % (m/v). Para cada amostra,
misturou-se 1 mL de suspensdo recém preparada de Qds de CdTe para um
determinado volume de solucdo de agarose a 2.00 % e completou-se o volume de

cada amostra para um volume final de 2 mL de amostra. Para a obtencdo de
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amostras homogéneas, com uma boa distribuicdo de nanoparticulas em toda a
extensdo do hidrogel, a mistura das amostras de Qds com as aliquotas de solucéo
de agarose foi realizada com as amostras na temperatura de 50 °C, acima da
temperatura de gelificacdo da agarose utilizada, o que permitiu uma excelente
homogeneizagdo das amostras obtidas. Por fim, as solugdes contendo agarose e
Qds foram vertidas em tubos de vidro com diametro interno de 1 cm, que foram
mantidos em repouso e protegidos da exposicdo de luz até o estagio final de

formacao dos hidrogéis, aproximadamente 20 minutos.

3.3.3 — Estudos de fotoestabilidade dos Qds incorporados ao

hidrogéis:

Para a observacao do efeito dos grupos funcionais presentes nas paredes
dos hidrogéis de agarose, sobre a fluorescéncia dos Qds, realizou-se um
experimento de fotoestabilidade dos Qds em suspensdo e incorporados nos
hidrogéis. As amostras foram preparadas com diluicdes iguais das nanoparticulas,
sendo que a amostra contendo agarose foi preparada para uma concentracéo final
do polissacarideo de 0,50% (m/v). As amostras foram expostas a irradiacao direta
de luz no comprimento de onda de 365 nm, sendo coletados os valores de
intensidade em 520 nm (maximo de fluorescéncia dos Qds utilizados). A irradiacédo
foi realizada durante duas horas, sendo os valores de intensidade coletados a

cada 30 segundos.

3.3.4 — Estudos de difusdo dos Qds através de hidrogéis com

diferentes concentracdes de agarose:

Como forma de avaliar o grau de interacdo entre os grupos funcionais
hidrofilicos dos hidrogéis de agarose com a superficie dos Qds de CdTe, realizou-

se um experimento simples de difusdo dos Qds incorporados nos hidrogéis em
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funcdo de uma segunda fase, composta por hidrogéis de mesma composicao,
mas sem a presenca dos Qds. Desta forma, inicialmente foram preparados duas
amostras de hidrogéis de agarose, com concentracdes de 0,50 (Gel 1) e 1,00%
(Gel 2) de agarose (m/v), sem Qds incorporados. As solucdes a quente de
agarose foram vertidas em tubos de vidro com diametro interno de 1 cm, que
foram mantidos em repouso e protegidos da exposicdo de luz até o estagio final
de formacéo dos hidrogéis, aproximadamente 20 minutos. Em seguida, sobre os
hidrogéis ja formados, foram vertidas 0,5 mL de solucdo contendo agarose e Qds,
preparadas pelo procedimento descrito na Sec¢éo 3.3.2. Novamente, as amostras
foram mantidas em repouso para a finalizagcdo do processo de gelificacdo desta
segunda camada de hidrogel. Por fim, a fluorescéncia das amostras foram
medidas na regido da interface entre os dois hidrogéis recém-preparados, com e

sem Qds, em intervalos de tempo distintos apds a preparacao: 1 h, 24h e 48h.

3.3.4 — Caracterizacdo Espectroscépica dos hidrogéis:

Os estudos de fluorescéncia, difusdo e fotoestabilidade foram realizados
utilizando-se um espectrofluorimetro ISS K2, com resolucdo de 0,5 nm e lampada
de Xenodnio de 300 W como fonte de excitacdo, fazendo-se uma varredura entre
400 até 650 nm. As configuracdes de fendas utilizadas foram: 2 mm / 2 mm para

excitacdo e 1 mm / 1mm para fluorescéncia.
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3.4 — Resultados e Discussao:

A escolha da agarose utilizada nos experimentos realizados teve por
objetivo a reducéao de interacfes indesejaveis entre os Qds de CdTe e as paredes
dos hidrogéis formados. Além disso, a agarose escolhida para a realizacdo dos
experimentos possui uma elevada transmitancia na regiao de fluorescéncia dos
Qds utilizados, o0 que aumenta a sensibilidade da deteccdo das emissOes das
amostras estudadas.

A Figura 3.1 exibe os espectros de fluorescéncia das amostras de Qds em
suspensao e incorporados nos hidrogéis de agarose com diferentes
concentracbes do polissacarideo. Como podemos avaliar inicialmente, ndo se
observa deslocamentos da banda de fluorescéncia das nanoparticulas contidas
nos hidrogéis, o que indica, a principio, a ndo formacdo de novos estados
eletrénicos na superficie dos Qds, por parte de interagdes com as paredes do
hidrogel. Estas interacdes poderiam ocasionar desativagcbes no processo de
formacdo e/ou recombinacdo dos éxcitons formados apos excitacdo dos Qds,
resultando no deslocamento da fluorescéncia para regidées de comprimentos de
onda maiores (de menos energia). Contudo, observando-se o inicio das bandas de
fluorescéncia, entre 450 e 475 nm, das amostras de Qds incorporados nos
hidrogéis, pode-se observar um aumento consideravel da linha de base dos
espectros, que associamos ao espalhamento do feixe de excitacdo das amostras
devido a estrutura do préprio hidrogel. Diferencas entre o indice de refracdo do
polissacarideo e da agua dispersa no hidrogel resultam no aumento da difracdo
nao direcionada do feixe de excitagcdo, ocasionando um aumento da linha de base
dos espectros de fluorescéncia obtidos. Este fendbmeno de espalhamento é
bastante conhecido e Util para a estimativa indireta do diametro dos poros em
hidrogéis de agarose [14].

Como forma de eliminar o efeito do espalhamento devido a refragbes nos

hidrogéis, corrigiu-se os espectros de fluorescéncia através da subtracdo das
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intensidades, em cada comprimento de onda, pelo valor da intensidade da

fluorescéncia em 460 nm. Os espectros corrigidos estédo exibidos na Figura 3.2.
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Figura 3.2 - Espectros de fluorescéncia corrigidos das amostras de Qds de CdTe livres e incorporados

em hidrogéis de agarose.
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Analisando-se o0s espectros corrigidos acima, pode-se avaliar de maneira
mais confiavel as variacbes nas intensidades de fluorescéncia das amostras
estudadas. Verifica-se que ha uma reducédo nas intensidades das emissdes das
amostras dos hidrogéis, comparando-se com a amostra de suspenséo livre dos
Qds. Associamos esta reducdo nas intensidades das amostras a determinados
efeitos: (i) diminuicdo da excitacédo direta dos Qds dispersos nos hidrogéis, devido
ao proprio efeito de espalhamento ja observado; (i) com o aumento da
concentragdo de agarose nos hidrogéis, ha uma diminuicdo no didmetro das
cavidades dos hidrogéis [14], assim como uma diminuicdo da agua livre nestas
cavidades, resultando em um aumento da concentracdo dos Qds na fase dispersa
dos hidrogéis, o que ocasiona um efeito de auto-supressao da luminescéncia das
nanoparticulas; (iii) a diminuicdo da agua livre com o aumento da concentracdo de
agarose no hidrogel pode resultar na diminuicdo de moléculas de agua capazes
de se adsorver sobre a superficie dos Qds, diminuindo a estabilizacdo de defeitos
de superficie das nanoparticulas comprometendo finalmente a fluorescéncia dos
Qds. Trabalhos na literatura [15] mostram que o efeito do meio onde se encontram
Qds solaveis em agua € de suma importancia para a melhoria ou o
comprometimento de sua luminescéncia, sendo a presenca de moléculas de agua
livre para adsorcdo sobre as nanoparticulas o principal fator que ocasiona este
efeito. Contudo, a amostra de hidrogel contendo 1,00% de agarose apresentou-se
com uma intensidade de fluorescéncia superior a amostras de 0,50% de agarose.
Neste caso, associamos este pequeno aumento na intensidade desta amostra a
interacbes entre o0s grupos funcionais das paredes dos hidrogéis
(preferencialmente grupos OH) e a superficie dos Qds. Estas interagbes podem
atuar como um processo de passivacao fraca dos Qds, mas capaz de melhorar
discretamente a intensidade da fluorescéncia dos Qds. Ko e colaboradores [16]
observaram efeito semelhante na melhoria da luminescéncia de Qds de CdSe/ZnS
incorporados em hidrogéis de agarose a 1,00% sendo, neste caso, o0 efeito da

matriz do hidrogel associado ao aumento do tempo no qual as nanoparticulas

48



estdo aptas para a geracdo de decaimentos radiativos, ap0s excitagdo, em
comparacao ao tempo disponivel para processos de decaimento ndo radiativos.

De um forma geral, com a realizacdo dos experimentos descritos acima,
podemos afirmar que as possiveis interacdes entre os hidrogéis de agarose e 0s
Qds de CdTe nao sao significantes no que diz respeito ao comprometimento da
fluorescéncias das nanoparticulas utilizadas, o que reforca a viabilidade desta
matriz como suporte para a utilizacdo em experimentos de deteccao de espécies
capazes de interagir com os Qds.

Com o intuito de reforcar a aplicabilidade dos hidrogéis de agarose para a
incorporacao de Qds de CdTe e aplicacdo como sensores, realizou-se um estudo
comparativo entre a fotoestabilidade dos Qds livres e incorporados em geéis de
agarose 0,50%, com o intuito de avaliar o efeito do hidrogel sobre a estabilidade
dos Qds a processos fotooxidativos gerados pela excitacdo prolongada dos Qds.
A Figura 3.3 exibe as curvas de intensidade maxima (em 520 nm) das amostras
de Qds em suspensao e no hidrogel, expostas a uma excitacdo constante em 365

nm, durante um tempo total de duas horas.
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Figura 3.3 — Curvas de intensidade das amostras de Qds expostas a uma excitagdo constante durante
duas horas.
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Analisando-se as curvas apresentadas, inicialmente pode-se observar que
a intensidade da amostra em suspensao praticamente nao sofreu alteracdes
durante toda a irradiacdo, o0 que demonstra a estabilidade dos Qds sintetizados
frente a longos periodos de exposicao a fotons de energia elevada, o que justifica
a utilizacdo destes materiais em substituicdo a fluoréforos organicos
convencionais [17]. No caso do hidrogel, verifica-se um aumento gradativo da
intensidade da amostra de Qds incorporados no hidrogel de agarose. Neste caso,
o0 aumento na intensidade de fluorescéncia pode ser explicado como resultado da
fotdlise das moléculas de acido mercaptoacético (AMA), utilizadas como
estabilizantes das nanoparticulas. Em condi¢cbes alcalinas e sob excitagdo
ultravioleta constante, as moléculas de tidis na superficie dos Qds e livres na
suspensao sofrem uma quebra da ligacdo C-S [18], resultando na liberacdo de
ions sulfeto no meio que ao combinar-se com o0 excesso de ions Cd+2 em solucdo
produzem uma camada de CdS sobre a superficie dos Qds de CdTe. Esta
camada externa de CdS atua como passivante, eliminando defeitos na superficie
dos Qds e promovendo um aumento na intensidade da fluorescéncia das
nanoparticulas. Contudo, sabe-se que este processo ocorre nas duas situacdes
estudadas, porém, no caso do hidrogel, as particulas sofrem uma reducéo drastica
da sua mobilidade, sendo apenas os Qds localizados na seccéo de irradiacdo do
feixe de excitacao passiveis de sofrer o processo de passivacdo, enquanto que 0s
Qds em suspensdo possuem uma alta mobilidade, sendo o processo de
passivacdo menos efetivo, pois hd uma troca constante dos Qds localizados na
secao do feixe de irradiacao.

Por fim, como ultima metodologia para avaliar o grau de interacédo entre os
Qds e os grupos funcionais na superficie dos canais dos hidrogéis, realizou-se a
verificacdo da luminescéncia de Qds incorporados em hidrogéis de agarose na
concentragéo de 0,50%, localizados na interface com amostras de hidrogéis 0,50
(Gel 1) e 1,00% (Gel 2), sem a presenca de Qds incorporados. Os espectros das
amostras foram coletados com o feixe de excitagao incidindo na interface entre os
hidrogéis contendo Qds e dos hidrogéis sem a incorporacdo inicial das

nanoparticulas, com o intuito de avaliar temporalmente a presenca de migracao de
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nanoparticulas de um compartimento para outro, devido a diferenca de
concentracdo de Qds entre os compartimentos, e estimar, de forma qualitativa a
velocidade com que ocorre essa migracdo das particulas. As Figuras 3.4 e 3.5
exibem, respectivamente, imagens dos hidrogéis analisados temporalmente e os

espectros de fluorescéncia obtidos nos respectivos intervalos de tempo.

48 h
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Figura 3.4 — Imagens dos hidrogéis analisados. Da esquerda para direita: hidrogeéis recém preparados e
sob luz ambiente e hidrogéis sob luz UV apds 1, 24 e 48 horas do preparo, respectivamente.
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Figura 3.5 — Espectros de fluorescéncia das amostras Gel 1 e Gel 2 apds 1, 24 e 48 horas ap4s o0 preparo
dos hidrogéis.

Como pode ser observado nas figuras acima, uma fracdo dos Qds
incorporados inicialmente na porcdo superior dos hidrogeis analisados difunde

lentamente para a por¢ao inferior do hidrogel, como resultado da diferenca de
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concentracdo dos Qds entre as porgdes. Analisando-se 0s espectros das
amostras com o decorrer do tempo verifica-se que a fluorescéncia obtida na
interface entre as porcbes dos hidrogéis nas amostras estudadas apresentam
praticamente 0 mesmo aumento da intensidade para os tempos de 1 e 24 horas,
sendo que a amostra Gel 1 possui um aumento mais significativo da fluorescéncia
no tempo de 48 horas, em relacdo a amostra Gel 2.

Acredita-se que as observacfes acima apresentadas podem ser explicadas
utilizando-se o seguinte formalismo: a fluorescéncia na interface entre os hidrogéis
nas duas amostras estudadas é proporcional a concentracdo de Qds na seccao de
incidéncia do feixe de excitagéo. Inicialmente, para o tempo de 1 hora, ndo houve
diferenca significativa da intensidade de fluorescéncia das amostras analisadas,
devido a velocidade inicial com que os Qds difundem para os hidrogéis com 0,50 e
1,00 % possuirem valores semelhantes. Com o decorrer do tempo, devido a
diferenca de concentracdo de Qds entre as porc¢des dos hidrogéis das amostras,
ocorre uma maior migracdo de Qds para a porcéao inferior dos hidrogéis, o que
ocasiona um aumento na intensidade da fluorescéncia das amostras, como pode
ser verificado para o tempo de 24 horas e 48 horas. Contudo, como a porosidade
da porcao de hidrogel a 1,00 % é inferior a porosidade do hidrogel a 0,50 %, ha
uma dificuldade maior de difusdo das nanoparticulas, com o decorrer de tempos
mais longos, na amostra Gel 2 em comparacdo a amostra Gel 1, o que explica a
diferenca de intensidade na fluorescéncia das amostras para o tempo de 48 horas.
Com a explicagdo elaborada acima, podemos extrair algumas conclusdes
importantes; (i) Fica claro que a difusdo dos Qds dentro da matriz dos hidrogéis &
bastante reduzida, o que para aplicacbes de detec¢cdo de substancias é
importante, uma vez que a taxa de agregacdo de Qds dentro dos hidrogéis
também fica reduzida, o que diminui efeitos de supressdo de fluorescéncia
inespecificos, devido a formacao de aglomerados de nanoparticulas, e melhora a
sensibilidade de detecc¢éo dos Qds, frente a interacdo com compostos diversos; (ii)
Mais uma vez observa-se que a interacdo entre as paredes dos hidrogéis e os
Qds ndo é significativa para o comprometimento da fluorescéncia das

nanoparticulas, o que indica novamente a utilizacdo da agarose como matriz para
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aplicacoes de deteccdo de compostos diversos utilizando-se os Qds como
sensores, tendo em vista que observou-se, nas duas amostras estudadas, um
aumento gradativo da fluorescéncia da porcdo dos hidrogéis que inicialmente ndo
apresentavam a presenca de Qds. Caso houvesse interagdes, entre os Qds e as
paredes dos hidrogéis, capazes de produzir a supressdo da fluorescéncia dos
Qds, provavelmente ndo se observariam um aumento significativo na
fluorescéncia das amostras com o tempo, como pode ser visto nas amostras

estudadas.

3.5 -Conclusao:

Nesta etapa do trabalho de tese, desenvolvemos uma metodologia simples
para analisar o comportamento da fluorescéncia dos Qds de CdTe incorporados
em hidrogéis de agarose, sob diferentes aspectos. Pode-se observar que as
caracteristicas dos espectros de fliuorescéncia dos Qds incoporados nao sofrem
alteracdes significativas devido a possiveis interacbes com as matrizes de
agarose, 0 que justifica e embasa o estudo da viabilidade deste sistema como
meio de deteccdo de analitos, como pode ser visto no Capitulo 4 desta tese,
levando-se em consideracdo que as alteracdes espectroscopicas que venham a
ser observadas durante os experimentos de detecdo poderdo ser relacionadas a
presenca dos analitos e ndo da contribuicdo inespecifica da interferéncia das

matrizes de agarose utilizadas.
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CAPITULO 4 - Deteccéo de clorpirifos em meio aquoso,

utilizando Qds e B-CD imersos em hidrogel de agarose.

4.1 — Introducéo

Hidrogéis apresentam-se como uma promissora classe de sistemas
hibridos capazes de responder a diferentes estimulos externos como variacao de
temperatura, mudanca de pH, presenca de determinadas moléculas, etc e por este
motivo vem sendo denominados como materiais “inteligentes” com grande
aplicacdo na area de sensores fisico-quimicos [1-4]. A versatilidade de
incorporacdo de novos grupos funcionais nos polimeros formadores de
determinados hidrogéis, imobilizacdo de biomoléculas e nanoparticulas com
propriedades distintas, permitem um aumento significativo de especificidade e
sensibilidade de deteccéo de diversos tipos de analitos, o que justifica a utilizacéo
destes materiais para o desenvolvimento de novos sensores [2]. Além de
propiciarem um ambiente cujas condicbes de forca ibnica, pH e difusibilidade
possam ser controladas de forma fina, os hidrogéis ainda funcionam como um
ambiente de estabilizacdo de estruturas utilizadas no processo de deteccéo, cujas
caracteristicas de estabilidade n&o sdo tdo favoraveis em condi¢cdes adversas. Em
outras palavras, os hidrogéis permitem uma melhor estabilidade de biomoléculas e
nanoestruturas que atuam como elementos de reconhecimento e detecgdo de
analitos, aumentando a robustez final do sistema sensor. Além disso, a
diminuicdo da difusibilidade de espécies dentro da matriz dos hidrogéis reduz a
taxa de agregacdo de nanoestruturas incorporadas, o que minimiza alteragdes
inespecificas nas propriedades destes elementos sensores, aumentando a
resposta de deteccdo do sistema, quando comparada com a resposta destas
nanoestruturas em suspensao livre, onde a taxa de agregacao € bem superior.

Outra classe de novos sistemas hibridos que vem sendo utilizados para a

deteccdo de diversos tipos de analitos sdo nanoparticulas funcionalizadas com
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ciclodextrinas modificadas, ligadas quimicamente a superficie de nanoparticulas
[5-12]. Nestes sistemas, as ciclodextrinas atuam como elemento de
reconhecimento e encapsulamento dos analitos que, apdés complexacdo com a
cavidade das ciclodextrinas, produzem mudancas, principalmente, nas
propriedades espectroscOpicas das nanoparticulas, como absorbéancia,
fluorescéncia, potenciais de oxidacdo e/ou reducéo, etc [5,6,8,11] (Figura 4.1).
Trabalhos na literatura [7-12] mostram a viabilidade na utilizacdo de Qds
funcionalizados com ciclodextrinas modificadas com grupamentos tidis para a
utilizagdo como sensores de diversos tipos de analitos. Contudo, nestes trabalhos,
ndo fica clara a estabilidade coloidal das nanoparticulas funcionalizadas, na
presenca dos analitos, o que é de grande importancia para evitar uma
interpretacdo equivocada da supressao da fluorescéncia dos Qds, utilizada como
resposta a presenca dos analitos, ocasionada pela agregacéo das nanoparticulas,
devido a diminui¢do de sua estabilidade coloidal, e ndo pela interacdo especifica

com os analitos.

(a)

/j% o S & Emissao natural
DL

fa
//Q @ Supressao
ﬁ \% Aumento
da Emissao

Analito/ é

Figura 4.1 — Possiveis alteracdes espectroscdpicas de nanoparticulas modificadas com ciclodextrinas:
(a) fluorescéncia natural de uma nanoparticula na auséncia de analito; (b) Aumento ou supressdo da
fluorescéncia podem ocorrer na presenca do analito complexado.
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4.2 - Proposta

A proposta desta parte da tese € avaliar o comportamento espectroscépico
dos Qds de CdTe obtidos pela metodologia proposta no Capitulo 2 na presenca de
diferentes concentracdes de clorpirifos (CPF) em meio aquoso. O comportamento
da fluorescéncia sera feito na presenga e auséncia de B-CD complexada as
moléculas do pesticida, em dois ambientes distintos: (i) suspensao aquosa; e (ii)

em matriz de hidrogéis de agarose.

4.3 - Metodologia Experimental:

4.3.1 - Reagentes:

Para a realizacdo dos experimentos desta etapa, preparou-se previamente
uma solucdo “mae” do pesticida puro (Chlorpyrifos PESTANAL®, analytical
standard, Fluka) em acetonitrila (Sigma Aldrich) pura, na concentracao final de 100
ppm. Para avaliar a capacidade de complexagdo do pesticida com B-CD (98%,
Sigma Aldrich), preparou-se uma amostra de 20 mL na concentracdo de 20 ppm
em solucdo 4:1 de agua:acetonitrila. Para os experimentos de deteccado, foram
retiradas aliquotas da solugdo “mae” para a preparagao das solugdes em agua
deionizada, nas concentragdes de 0,1 e 1,0 ppm.

A suspenséao aquosa de Qds de CdTe foi obtida pela metodologia descrita

no Capitulo 2.
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4.3.2 - Confeccao dos experimentos:

4.3.2.1 — Estudo da complexagédo do CPF com B-CD em meio aquoso:

Como primeiro experimento para mostrar a viabilidade da metodologia de
deteccdo proposta, avaliou-se a capacidade de complexagdo entre 0 pesticida
estudado e as moléculas de B-CD, para a formacdo de um complexo de incluséo.

Neste experimento, analisou-se as mudancas no espectro de absorbancia
de uma amostra de CPF, na concentracdo de 20 ppm na presenca de diferentes
concentragdes de 3-CD: 0.00, 0.176, 0.352, 0.529, 0.881 e 1.32 mM . As amostras
de CPF e B-CD foram misturadas e ap6s 1 hora foram coletados os espectros de

absorbéancia de cada amostra.

4.3.2.2 - Deteccdo em solucao aquosa:

Os experimentos de deteccdo em solugcdo aquosa foram realizados,
seguindo-se o0 seguinte procedimento:

e Amostras na auséncia de B-CD: para 1,5 mL de agua deionizada (branco
de fluorescéncia), da solucdo de pesticida 0,1 ppm e da solucdo de
pesticida 1,0 ppm, adicionou-se 0,5 mL da suspensdo previamente
sintetizada dos Qds de CdTe. Apés homogeneizacdo, as amostras foram
mantidas sem agitagdo durante 10 minutos, antes das leituras de
fluorescéncia;

e Amostras na presenca de B-CD: inicialmente, para 20 mL de &gua
deionizada (branco de fluorescéncia), da solucdo de pesticida 0,1 ppm e da
solucdo de pesticida 1,0 ppm, adicionou-se 50 mg de B-CD (0,044 mmol)
em cada amostra. Em um segundo momento, as amostras foram
submetidas a um banho de ultrassom, durante 5 minutos, para a dissolugcao
total da B-CD. Em seguida, as amostras foram mantidas sem agitacao
durante uma hora, para a formacdo dos complexos de inclusdo entre os
pesticidas e as ciclodextrinas. Por fim, para 1,5 mL de cada amostra

contendo B-CD,adicionou-se 0,5 mL da suspensao previamente sintetizada
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dos Qds de CdTe. Apdés homogeneizagcdo, as amostras foram mantidas
sem agitacao durante 10 minutos, antes das leituras de fluorescéncia.

4.3.2.3 - Deteccdo em hidrogéis de agarose:

Para a realizacdo dos experimentos de deteccdo dentro do hidrogéis de

agarose, inicialmente preparou-se uma solucao de agarose a 1%, onde 250 mg de

agarose para eletroforese, de alto peso molecular foi dissolvida em 25 mL de agua

deionizada, com a utilizacdo de um microondas domeéstico. A solucédo obtida foi

adicionada rapidamente as solugbes descritas abaixo, ainda com temperatura

elevada, para garantir a formacéo de hidrogéis homogéneos, no que diz respeito a

distribuicdo dos pesticidas e Qds, durante o processo de gelificacao.

As amostras preparadas na presenca de agarose foram obtidas seguindo-

se 0 seguinte procedimento:

Amostras na auséncia de B-CD: para 1,5 mL de agua deionizada (branco
de fluorescéncia), da solucdo de pesticida 0,1 ppm e da solucdo de
pesticida 1,0 ppm, adicionou-se 0,5 mL da suspensdo previamente
sintetizada dos Qds de CdTe. Apés homogeneizacdo, as amostras foram
misturadas a 2 mL da solucdo ainda quente de agarose, para a obtencao
de hidrogéis na concentracdo final de agarose de 0,5%. Apos
homogeneizacdo, as amostras foram mantidos em repouso até a completa
gelificacdo dos hidrogéis;

Amostras na presenca de B-CD: inicialmente, para 20 mL de &gua
deionizada (branco de fluorescéncia), da solucdo de pesticida 0,1 ppm e da
solugcdo de pesticida 1,0 ppm, adicionou-se 50 mg de B-CD em cada
amostra. Em um segundo momento, as amostras foram submetidas a um
banho de ultrassom, durante 5 minutos, para a dissolucdo total da -CD.
Em seguida, as amostras foram mantidas sem agitacdo durante uma hora,
para a formacdo dos complexos de inclusdo entre os pesticidas e as
ciclodextrinas. Por fim, para 1,5 mL de cada amostra contendo -

CD,adicionou-se 0,5 mL da suspensao previamente sintetizada dos Qds de
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CdTe. Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram misturadas a 2 mL da
solucdo ainda quente de agarose, para a obtencdo de hidrogéis na
concentracdo final de agarose de 0,5%. Apd6s homogeneizagcdo, as
amostras foram mantidas em repouso até a completa gelificacdo dos

hidrogéis.

4.3.3 - Caracterizacdo espectroscopica das amostras:

As amostras preparadas foram caracterizadas quanto as mudancas
espectroscopicas na fluorescéncia dos Qds de CdTe nas diferentes condic¢des, na
presenca e auséncia do CPF. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos com a
excitacdo em 365 nm. Como forma de corrigir os espectros, devido a flutuacdes na
tensdo da rede elétrica de alimentacdo do espectrofotbmetro, a cada medicdo
realizada, efetuou-se a medicdo da fluorescéncia de uma solugcdo padrdo de
fluoresceina 0,1 mM (em 0,1% de NaOH), onde cada espectro de fluorescéncia
das amostras analisadas foram normalizados pela divisdo de cada espectro pelo

maximo de intensidade da amostra de fluorescina.

4.4 - Resultados e Discussao:

A primeira questéo a ser respondida para a realizacdo dos experimentos de
deteccdo dos pesticidas é a capacidade de formagédo de complexos de inclusédo
entre moléculas do CPF frente a presenca de B-CD no meio. Para responder a
esta questdo, executou-se a aquisicdo dos espectros de absorbéancia da solucéo
de CPF, na presenga de quantidades crescentes de 3-CD. Como j& explicitado no
Capitulo 1, existem outras técnicas capazes de caracterizar a formacdo de
complexos de inclusdo. Contudo, devido a baixissima solubilidade do pesticida
estudado em meio aquoso, a utilizacdo de técnicas como RMN, por exemplo, ndo
apresentariam uma boa resposta para as condi¢cdes e concentragdes utilizadas de

ciclodextrinas e analito. A Figura 4.2 exibe os espectros de absorbancia das
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amostras de CPF na presenca de B-CD. Como primeira observacdo, pode-se
observar que nao houve deslocamento batocrémico ou hipsocromico das bandas
de absorbancia do pesticida, na presenca do complexante (B-CD). Contudo, como
pode ser observado na Figura 4.3, que exibe uma ampliacdo das bandas de
absorbéancia centradas em 287 nm, pode-se verificar um aumento discreto, mas
significativo, na intensidade da banda com o aumento da concentragdo de B-CD
no meio, o que indica a formagao do complexo entre as moléculas de CPF e de B3-
CD. Esta banda é atribuida a presenca do grupo piridinico na estrutura do CPF,
sendo este o grupo mais favoravel a complexagdo com as moléculas de -CD.
Como ja descrito na literatura [13-15], a formacdo de complexos de inclusédo
entre diversos tipos de moléculas e ciclodextrinas de diferentes dimensdes
resultam em alteracBes tanto na absorbancia, quanto na fluorescéncia (quando
existente), devido a alta densidade eletrénica presente no interior da cavidade das
ciclodextrinas. Este ambiente diferenciado pode resultar tanto na melhoria quanto
no comprometimento da formacdo dos estados excitados das moléculas
hospedeiras o que é representado como aumentos ou diminuicbes nas

intensidades das respectivas bandas de absorbancia e/ou fluorescéncia.

—o0— 0,000 mM beta-CD
—e— 0,176 mM beta-CD
—4— 0,352 mM beta-CD
—4— 0,529 mM beta-CD
—>— 0,881 mM beta-CD
—&— 1,320 mM beta-CD

—~ 08 %2

Absorbancia (u.a

0,0

T T T 1 N | ! I v 1
250 300 350 400 450 500
Comp. de Onda (nm)

Figura 4.2 — Espectros de absorbéncia da solucdo de CPF, com diferentes concentracdes de B-CD.
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Figura 4.3 — Aumento na intensidade da banda de absorbé&ncia relacionada os grupo piridinico do
pesticida, em diferentes concentracdes de -CD.

O aumento na intensidade da absorbancia pode ser utilizado para a
obtencdo da constante de formacdo do complexo ligante-hospedeiro (B-CD/P,
onde P representa o0 pesticida), utilizando-se o formalismo desenvolvido por
Benesi e Hildebrand [16]. Através desse formalismo, podemos representar a

formacgao do complexo entre o pesticida e a 3-CD através da equacéao geral:

P+ f—CD < P=*[ —CD Equaggo 4.1

Baseando-se na equacdo acima, podemos definir que a constante de
formacao do complexo de inclusdo pode ser descrito como:

_[P*B - CD]/ Equacéo 4.2

K- =
! [P1[B — CD]

Se trabalharmos com as condigdes de que (i) [P] >> [P-B-CD] e (ii) que a B-

CD néo possui absorbancia na regido do espectro atribuida ao hospedeiro,

podemos derivar as relacdes entre concentracbes das espécies no meio,

representadas na Equacdo 4.2, e variacbes na absorbancia, obtendo-se a

seguinte relacéo:
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[P] 1 1 1
%A_AO)_ Ky *&, [,B—CD]+<90 Equagac 4.3

Na Equacao 4.3, (A-Ao) representa a diferengca entre a absorbancia das
amostras com diferentes concentragdes de B-CD, e da amostra sem [3-CD, e ¢
representa a absortividade molar do pesticida livre. O gréafico de [P])/(A-Ao) versus
1/[B-CD] esta representado na Figura 4.4. O ajuste linear dos pontos resultando
numa reta indica que nas condi¢gOes experimentais utilizadas, a estequiometria da
complexacao entre as espécies é 1:1 [16-20]. A divisdo entre o coeficiente linear e

o angular nos fornece o valor de K; = 5667,63 mol™L.

m [P)/(A-AD)
Ajuste Linear

Equagéo:y=ax+b

R’ = 0,99483
a=3,123E-7+1125E-8
b =0,00177 + 3,400 E-5

T T T T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
1/ [B-CD] (M™)

Figura 4.4 — Dados experimentais e ajuste linear da relagéo entre o reciproco de [B-CD] com o
reciproco da variagdo de absorbancia das amostras.

O valor obtido para a constante de formacdo do complexo de inclusao
confirma que houve a formagédo da inclusédo da molécula de CPF com a cavidade
da B-CD. Contudo, baseando-se nas dimensfes do grupo piridinico do pesticida,
assumimos que os atomos de cloro presentes no anel aromatico resultam no
aumento da sua hidrofobicidade, o que justificaria o valor elevado obtido para a
constante de formacdo do complexo de inclusdo. Contudo, as dimensdes do

proprio anel sdo, também, consideravelmente aumentadas, 0 que resultaria em
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um impedimento estérico que comprometeria a formagdo do complexo. Com isso,
acreditamos que a formacédo do complexo, demonstrada pelos espectros de
absorbancia apresentados, seja representada pelo encapsulamento parcial do
anel piridinico na cavidade da B-CD. Embora se leve em consideracdo a
parcialidade do encapsulamento, o aumento da hidrofobicidade deste grupo
resulta em uma grande afinidade pela cavidade do hospedeiro, justificando dessa
forma o valor encontrado para a constante K;. Com a constatacao experimental da
formacdo dos complexos de inclusdo, partiu-se para a realizacdo dos
experimentos de deteccdo do pesticida, em meio aguoso, com o0 intuito de
verificar a participagdo da B-CD nas provaveis modificacdes espectrais dos Qds de
CdTe utilizados como sondas luminescentes.

As Figuras 4.5 e 4.6 exibem, respectivamente, o0s espectros de
fluorescéncia das amostras em suspensao na auséncia e presenca dos complexos
entre o CPF e B-CD. Em ambos o0s grupos, observou-se uma reducdo na
intensidade da fluorescéncia dos Qds com o aumento da concentracdo do CPF no
meio. Contudo, a reducdo da intensidade das emissfes apresentou-se mais
pronunciada para as amostra sem (B-CD. Esta diferenca nas reducdes das
emissdes é melhor visualizada na Figura 4.7, onde se pode observar o
comportamento da intensidade da fluorescéncia de todas as amostras analisadas.

Fica claro nas figuras que a diferenca nas intensidades das emissdes entre
as amostras contendo 0,1 e 1,0 ppm de CPF nao é tdo pronunciada, o que pode
ser um indicativo de saturacéo dos sitios de ligacao na superficie dos Qds, no que
diz respeito a interacbes com as moléculas do pesticida, tendo em vista que o
aumento em dez vezes na concentracdo do CPF n&o resultou em uma alteracéo

proporcional da fluorescéncia dos Qds.
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Figura 4.5 — Espectros de fluorescéncia dos Qds de CdTe na presenca de diferentes concentracdes de
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Figura 4.6 - Espectros de fluorescéncia dos Qds de CdTe na presenga de diferentes concentracoes de

CPF e na presenca de -CD.
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Figura 4.7 — Valores dos méaximos de intensidade nas emissdes das amostras em suspensao.

A proposta para a redugdo da intensidade de fluorescéncia das amostras
pode ser explicado através da interacdo entre o grupamento piridinico do pesticida
com a superficie dos Qds.

E conhecido da literatura [21-25] a capacidade da piridina, e seus
derivados, de funcionar como um excelente aceptor de cargas, sendo por iSso
utilizado para melhorar a eficiéncia de células solares. Esta capacidade de captura
de cargas pode resultar na supressdo da fluorescéncia de sistemas
luminescentes, como ja demonstrado por Herbich e colaboradores [25] para
sistemas fluorescentes organicos. Além disso, outros trabalhos ja evidenciaram o
efeito de supresséo da fluorescéncia de Qds de CdTe resultante da adsorgéo de
moléculas de piridina e de vitamina B6, um derivado de piridina com estrutura
semelhante ao CPF, sobre a superficie das nanoparticulas [26,27]. De uma forma
geral, interpretamos que a adsorcao destas moléculas resulta na aniquilacédo do
exciton formado apdés a excitacdo das nanoparticulas, reduzindo assim a
populacdo de fotons produzidos pela recombinagdo excitbnica dos Qds. Esta
aniquilacdo se da pela transferéncia eletrénica entre o éxciton localizado no Qds e

as moléculas adsorvidas sobre sua superficie, forcando um decaimento nao-
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radiativo das particulas excitadas. Com isso, fica claro o efeito da reducédo da
fluorescéncia dos Qds por parte da presenca do CPF no meio. No caso das
emissdes das amostras com B-CD, esse efeito de supresséo da fluorescéncia dos
Qds é menos pronunciado devido a formacéo dos complexos de inclusdo como ja
evidenciado anteriormente. Acreditamos que a formacédo do complexo de inclusao
compromete a interacdo entre 0 grupamento piridinico dos pesticidas,
parcialmente encapsulados nas ciclodextrinas, com a superficie dos Qds, o que
reduziria o efeito de supressdo de fluorescéncia. Os Unicos grupamentos livres
dos pesticidas complexados, passiveis de interagir com os Qds, seriam 0s
grupamentos fosforotionatos, que atuariam apenas como passivantes de
superficie e nado teriam efeito de supressdo da fluorescéncia. Contudo, como
apenas uma pequena fracdo dos pesticidas encontram-se complexadas nas
amostras contendo B-CD, a fragcdo de pesticidas livres ainda atuariam como
supressores de fluorescéncia, como pode ser visto nos espectros de emissdes na
Figura 4.6.

O segundo grupo de amostras estudadas foi incorporado em hidrogéis de
agarose para a realizacdo dos experimentos de deteccéo. A intencéo da utilizacéo
do hidrogel de agarose como meio para a detec¢do do pesticida € minimizar a
taxa de agregacdo dos Qds, reduzindo a chance de alteracdes inespecificas da
fluorescéncia das nanoparticulas devido a diminuicdo da estabilidade coloidal dos
Qds. Com isso, idealizamos um meio de deteccéo cuja resposta tenha uma melhor
representatividade da presenca de diferentes concentracdes do analito estudado.

As Figuras 4.8 e 4.9 exibem, respectivamente, o0s espectros de
fluorescéncia das amostras incorporadas nos hidrogéis na auséncia e presenca
dos complexos entre o CPF e B-CD. A Figura 4.10 exibe os valores maximos de

intensidade das amostras analisadas com diferentes concentracdes de pesticidas.
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Figura 4.8 - Espectros de fluorescéncia dos Qds de CdTe, incorporados em hidrogéis de agarose, na
presenca de diferentes concentracdes de CPF e na auséncia de f-CD.
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Figura 4.9 - Espectros de fluorescéncia dos Qds de CdTe, incorporados em hidrogéis de agarose, na
presenca de diferentes concentragées de CPF e na presenca de §-CD.

Como pode ser visto nas Figuras 4.8 e 4.9 a fluorescéncia dos Qds

incorporados nos hidrogéis, na presenca de diferentes concentracdes de CPF,
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sofreu um aumento de sua intensidade, com o aumento da concentracdo dos
pesticidas. Além disso, este efeito de aumento da fluorescéncia, curiosamente
contrario ao comportamento das amostras em suspensao previamente analisadas,
apresentou-se mais pronunciado para as amostras na presenca dos complexos de
inclusdo do que nas amostras dos pesticidas livres (ver Figura 4.10 para melhor
entendimento). Por fim, observamos que o aumento das intensidades nas
amostras de pesticidas livres ndo ultrapassa 2,5% contra o0 aumento de 15,0% nas
amostras com ciclodextrinas (comparando-se a fluorescéncia das amostras sem

pesticidas e com 1,0 ppm de CPF).
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Figura 4.10 - Valores dos maximos de intensidade nas emissfes das amostras incorporadas nos
hidrogéis.

Este comportamento inverso na variacédo da fluorescéncia dos Qds, quando
comparamos com as amostras em suspensdo, pode ser explicado através das
propriedades quimicas das paredes do hidrogel de agarose combinadas as
propriedades das ciclodextrinas de solubilizacdo de espécies pouco polares em

meio aquoso.
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Como ja discutido na introducdo do Capitulo 3, a estrutura do hidrogel de
agarose é composta por uma rede tridimensional de dupla-hélices que interagem
entre si por interacfes do tipo ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofdbicas,
compartimentalizando a agua do hidrogel em canais formados nesta rede
tridimensional. Devido a presenca de grupos hidrofilicos nas paredes destes
canais, parte da agua confinada interage fortemente com estes grupos diminuindo
a quantidade de agua livre disponivel para a solvatacdo de espécies dissolvidas
nesta fase dispersa do hidrogel. Com isso ocorre uma diminui¢cdo da solubilidade
de espécies pouco polares confinadas na fase aquosa dos hidrogéis. Além disso,
Itagaki e colaboradores [28] realizaram estudos de fluorescéncia em hidrogéis de
agarose onde identificaram a presenca de sitios de intercalacdo de aromaticos nas
hélices formadas na estrutura dos hidrogéis, assim como regides apolares
resultantes da perda das estruturas das hélices distribuidas no sistema.

Baseando-se nas caracteristicas apresentadas acima e na capacidade das
ciclodextrinas de solubilizacdo de espécies pouco polares por meio de complexos
de inclusdo em meio aquoso, chegamos a duas explicacbes para o0s
comportamentos observados nos experimentos com hidrogéis: (i) Nas amostras
sem a presenca de B-CD acreditamos que a diminuicdo da solubilidade dos
pesticidas em meio aquoso, aliada a existéncia de sitios de intercalacdo e regides
apolares no hidrogel resultam na migracdo das moléculas do pesticida para as
paredes dos canais. Neste caso, 0s grupamentos piridinicos, responsaveis pela
supressao da fluorescéncia dos Qds, tornam-se inacessiveis para interacbes com
a susperficie das nanoparticulas. Com isso, apenas 0S grupamentos
fosforotionatos tornam-se acessiveis a adsorcdo sobre os Qds, atuando como
passivantes e aumentando sutilmente a fluorescéncia das amostras. (ii) No caso
das amostras com ciclodextrinas, a formacado dos complexos de inclusado entre o
CPF e B-CD aumenta a solubilidade destas moléculas dentro do hidrogel,
permitindo que uma fracdo consideravel de pesticidas permaneca disponivel para
interacdo com a superficie dos Qds. Contudo, como neste caso 0S grupos
piridinicos encontram-se parcialmente encapsulados pelas [B-CD ha um

impedimento estérico que compromete a interagdo destes grupos com a superficie
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dos Qds e, novamente, 0s Unicos grupos disponiveis para interacdes sdo 0s
fosforotionatos que, atuando como passivantes, resultam numa melhoria da
fluorescéncia dos Qds. Desta forma, podemos dizer que a combinacdo da
capacidade de extracdo de moléculas pouco polares da fase aquosa do hidrogél
de agarose, com a complexacdo entre as moléculas dos pesticidas com as
moléculas de ciclodextrina auxilia no aumento da especificidade da detec¢édo do
CPF por parte dos Qds. Esta especificidade surge uma vez que a fracdo de
moléculas de pesticidas livres, capazes de interagir inespecificamente com o0s
Qds, é menos significativa do que a populacao de pesticidas complexados com as
ciclodextrinas, cujo grupo fosforotionato € o Unico grupamento livre para realizar
interacBes com a superficie das nanoparticulas.

Por fim, a aplicabilidade da metodologia proposta com a utilizacdo de
hidrogéis € bastante vidvel do ponto de vista pratico, uma vez que os valores de
concentracdo do CPF detectados estdo abaixo dos valores do LMR deste

pesticida (ver Capitulo 1 para maiores detalhes).

45 - Conclusao

Quando analisamos os trabalhos da literatura, que utilizam ciclodextrinas
modificadas em experimentos utilizando nanoparticulas para a deteccdo de
analitos constatamos que o objetivo principal € a aproximacdo das moléculas
sobre a superficie das nanoparticulas. Com isso, modificacdes espectroscépicas
das propriedades das nanoparticulas, derivadas desta aproximacao, podem ser
detectadas e relacionadas a presengca das moléculas dos analitos. Contudo,
etapas complexas de modificacdo quimica, purificagdo e acoplamento das
ciclodextrinas modificados sobre as nanoparticulas tornam estes trabalhos pouco
atrativos para aplicacdes praticas em analises ambientais.

O gue tentamos demonstrar com a metodologia utilizada neste trabalho € a
viabilidade de utilizacdo da seletividade de complexagdo de ciclodextrinas nao

modificadas e sua influéncia na modificacdo de propriedades espectroscopicas
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dos Qds, através da utilizacdo de ambientes confinados, como € o caso dos
hidrogéis de agarose, nos quais a interferéncia dos analitos livres é praticamente
eliminada e as Unicas espécies capazes de interagir com os Qds sdo os
complexos de inclusdo entre os analitos e as ciclodextrinas. Com esta metodologia
propomos a eliminacdo de etapas complexas e dispendiosas de modificacdo
quimica e purificacdo de derivados de ciclodextrinas, aumentando a praticidade de

utilizacao desta metodologia para aplicacbes em analises ambientais.
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CAPITULO 5 - Conclusdes e perspectivas.

No presente trabalho de tese, tentou-se demonstrar que o desenvolvimento
e a utilizacdo de novas metodologias de deteccdo de pesticidas aromaticos em
meio aquoso, nao necessitam serem complexas e/ou dispendiosas. O
conhecimento das propriedades de cada componente do seu sistema sensor €
que definirhA a necessidade do aumento do grau de complexidade para a
construcdo e aplicacdo do seu sistema. Tendo como foco manter a simplicidade,
sem perder a confiabilidade e aplicabilidade, desenvolveu-se uma nova
metodologia de deteccdo de pesticidas em meio aquoso utilizando ciclodextrinas
juntamente com Qds de CdTe. Os resultados aqui apresentados validaram a
hipétese que fundamentou este trabalho, tendo em vista que foi possivel
diferenciar a resposta dos Qds, no que tange a sua fluorescéncia, frente a
presenca de CPF sem ou com a utilizag&do de ciclodextrinas.

De uma forma geral, obtivemos o0s seguintes resultados neste trabalho:

e Desenvolvimento de uma nova metodologia de obtencdo de Qds em meio
aquoso, de forma simples e rapida;

e Desenvolvimento de ensaios simples, com o intuito de avaliar a
interferéncia de matrizes poliméricas, nas quais podemos incorporar 0os Qds
obtidos pela nova metodologia de sintese, assim como de outras
metodologias ja existentes;

e Desenvolvimento de uma metodologia simples para a utlizacdo de
ciclodextrinas e Qds para a deteccdo de pesticidas aromaticos, em meio
aguoso. Com estes resultados, ficou claro que ligagcdes diretas entre
ciclodextrinas e Qds néo sao cruciais para a interacao destas estruturas

entre si.

Contudo, tem-se claro que estes sao resultados iniciais, que necessitam ser
reproduzidos e analisados de forma gradativa, com o intuito de obter um sistema

de deteccdo aplicavel em condicfes reais, ou proximas da realidade, o que
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acreditamos n&o diminuir a importancia do conhecimento gerado neste trabalho de
tese.
Tém-se como perspectivas concretas deste trabalho, a saber:

e Repetir os experimentos de deteccdo, com o intuito de aumentar o espaco
amostral dos resultados e avaliar o erro de resposta da metodologia
desenvolvida;

e Avaliar a resposta do sistema frente a outros pesticidas arométicos, em
meio aquoso;

e Estudar de forma mais detalhada as caracteristicas hidrofilicas e

hidrofébicas dos hidrogéis de agarose, em diferentes condi¢cdes.
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