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Resumo

USO DE NANOPARTICULAS DE OURO PARA INTENSIFICAGAO DE SINAIS DE
EMISSAO EM LIBS

O presente trabalho propde o uso de nanoparticulas de ouro para a intensificagao de
sinais de emissdo de cobre em Espectroscopia de Emissdo Optica em Plasma
Induzido por LASER (LIBS, do inglés Laser Induced Breakdown Spectroscopy).
Inicialmente, 100 uL, 175 L e 250 pL de solugdes padrao de Cu (Il) tamponadas em
borato de sdédio 20 mmol L' pH 9,0 foram depositadas sobre papel de filtro
quantitativo Whatman 40. Duas condi¢gbes de secagem foram empregadas, sendo a
temperatura de 60°C em estufa por 1 hora a escolhida. As medidas foram
realizadas, empregando-se um laser Q-switched de Nd: YAG (1064 nm, 4,8 ns, 90
mJ pulso™, 20 Hz). O volume de solugédo de 250 UL e a secagem a 60°C durante 1
hora em estufa forneceram os melhores resultados, com precisdo das medidas na
faixa de 1 - 23 % (n = 3) e limites de detecgdo e quantificagio iguais a 0,51 mg L' e
1,70 mg L', respectivamente. Para verificar o efeito de intensificagdo do sinal para
raia de emissdo de 324,76 nm referente a Cu(l), nanoparticulas de ouro foram
sintetizadas e estudou-se a concentracao ideal a ser utilizada. A densidade de
particulas igual a 1,0 x 10* mg cm proporcionou um fator de intensificagdo igual a
3, fornecendo limites de detecgdo e quantificagdo de 0,16 mg L' e 0,50 mg L,
respectivamente. Dessa forma, curvas analiticas na presenca e auséncia de
nanoparticulas de ouro foram desenvolvidas a partir de solugdes hidroalcoolicas
etanol 40% (v/v) de Cu(ll) na faixa de trabalho de 0 a 3,0 mg L' tamponadas em
borato de sédio 20 mmol L', pH 9,0. Amostras de diferentes cachagas foram
analisadas por LIBS e NELIBS (do inglés, Nanoparticle Enhanced LIBS) e os
resultados comparados com os obtidos por Espectrometria de Absorcdo Atdmica em
Forno de Grafite (GFAAS). Os resultados obtidos para a concentragdao de Cu(ll) ndo
mostraram diferencga significativa ao nivel de 95% em relag&o aos valores fornecidos
por GFAAS, mas uma amostra com baixa concentracdo do ion ndo pode ser
determinada por LIBS, demonstrando a eficiéncia da intensificacdo dos sinais
obtidos por NELIBS.



Abstract

USE OF GOLD NANOPARTICLES FOR THE INTENSIFICATION OF EMISSION
SIGNALS IN LIBS

The present work proposes the use of gold nanoparticles for the intensification of
emission signals in Laser Induced Breakdown Spectroscopy (LIBS). Initially, 100 pL,
175 uL e 250 uL of Cu(ll) standard solutions, buffered with 20 mmol L' borate
solution pH 9.0 were deposited on to a Whatman 40. Two drying conditions were
used, with a temperature of 60°C in an oven for 1 hour being chosen. A volume of
250 pL and drying at 60°C provided the best results, with precision ranging from 1 to
23% (n = 3) and detection and quantification limits of 0.51 and 1.70 mg L,
respectively. A Q-switched Nd: YAG laser, operating at 1064 nm, pulse of 4.8 ns, 90
mJ pulse-1, 20 Hz, to perform the measurements. In order to verify the signal
intensification, gold nanoparticles were synthesized and the ideal concentration to be
used was studied. A particle density of 1.0 x 10 mg cm produces a magnification
factor of 3, providing detection and quantification limits of 0.16 and 0.50 mg L,
respectively. Thus, analytical curves in the absence and presence of Au
nanoparticles were constructed from Cu(ll) hydroalcoholic solutions (40% ethanol) in
the range from 0 to 3.0 mg L' buffered with 20 mmol L' borate solution pH 9.0.
Different samples of cachaga were analyzed by LIBS and NELIBS (Nanoparticles
Enhanced Laser Induced Breakdown Spectroscopy) and results compared with those
obtained by Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS). The results
obtained by LIBS and NELIBS did not show significant difference from those
provided by GFAAS at a confidence level of 95%. However, low concentration of Cu
(I1) in a sample was not detected by LIBS, demonstrating the importance of signal

intensification by gold nanoparticles.
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1 Introdugao
1.1 Espectroscopia de emissao 6ptica em plasma induzido por laser

A espectroscopia de emissao oOptica em plasma induzido por laser, conhecida
como LIBS (do inglés, Laser Induced Breakdown Spectroscopy), surgiu na década
de 1960 com o desenvolvimento de lasers (do inglés light amplification by stimulated
emission of radiation) de rubi pulsado [1]. Em 1962, observou-se pela primeira vez a
formagdo de uma pluma luminosa, denominada microplasma e no ano seguinte,
Debras-Guédon e Liodec [2] publicaram o primeiro uso analitico do laser para
analises espectroquimicas de superficie e, desde entdo, a técnica tem se mostrado

promissora para fins qualitativos [3] e quantitativos [4].

LIBS € uma técnica analitica que se destaca em variados campos de atuacéo.
Segundo Knight et al. [5], o potencial analitico do LIBS para analises de amostras
geoldgicas na Lua e em Marte foi largamente explorado, devido a rapidez de analise,
favorecida por medidas em stand-off. Para Velasquez et al. [6], 0 uso de LIBS na
quantificacdo de cobre em amostras de minério se mostrou interessante por se tratar
de um recurso eficiente, cuja a manutengao e rotina apresentam baixo custo. Busser
et al. [7], descreveram em seu trabalho a aplicagdo de imagem elementar por LIBS
em tecidos bioldgicos, viabilizando a detecgdo de metais presentes nesse tipo de
amostra. Para Rehse et al. [8], o LIBS se mostrou promissor em aplicagcdes em
biomedicina, principalmente para analises elementares sem reagente de materiais
biolégicos complexos. Neste ultimo, discutiu-se também o aumento no numero de
publicacdes acerca da capacidade da técnica em caracterizar e identificar com

precisao varias amostras biologicas, biomédicas ou clinicas.

O sistema LIBS é composto por um laser pulsado, conjunto 6ptico e sistema
de deteccao [9]. Diferentes configuragdes instrumentais podem ser empregadas e
podem conferir maior sensibilidade e reprodutibilidade de analise. A Figura 1
representa o esquema genérico para um sistema LIBS convencional, onde sao
evidenciados os constituintes opticos comumente utilizados para a montagem do

equipamento.
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Figura 1. Esquema de um sistema LIBS. Adaptado de Dos Santos et. al [9]

O laser pulsado de alta poténcia funciona como fonte de radiagdo, capaz de
vaporizar, atomizar e promover os componentes da amostra para niveis de energia
mais alto [10]. Os lasers mais empregados nesse tipo de sistema s&o os de Nd:YAG,
com emissao fundamental em 1064nm, estes, fornecem pulsos de alta densidade e
poténcia, além de serem compactos e de facil manuseio. A duracido de pulso para
lasers pode estar na faixa de nanosegundos, picosegundos e femtosegundos, sendo

os dois ultimos de custo mais elevado com relagao ao primeiro [10].

As lentes Opticas de diametro de 25 ou 50 mm e disténcias focais entre 50 e
150 mm sdo mais utilizadas e sédo responsaveis por focalizar o pulso de laser na

superficie de amostra e coletar a radiacdo emitida [11].

Em relacdo aos seletores de comprimento de onda disponiveis para LIBS,
destaca-se o policromador Echelle [12]. Formado por uma rede echelle, que separa
a radiacdo policromatica em comprimentos de onda e produz multipla sobreposi¢ao
de ordens espectrais e um prisma de baixa dispersdo ou outra rede, que separa as
ordens espectrais sobrepostas em um arranjo bidimensional, o policromador Echelle
possui alta eficiéncia de difracdo em todas as ordens e resolucdo espectral

praticamente constante [12].
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O sistema de deteccado captura a radiacdo emitida e processa os sinais na
forma de espectros, possibilitando a correlagdo de linhas espectrais as espécies
quimicas constituintes da amostra [13]. Dentre os detectores empregados para LIBS,
o arranjo de fotodiodos (PDA) e os de carga acoplada (CCD) sdo os mais utilizados
[14]. No arranjo de fotodiodos, a configuragdo é linear e cada diodo atua como
transdutor de intensidade luminosa/carga elétrica e elemento de armazenamento de
carga [15]. No CCD, a configuragdo pode ser linear ou bidimensional, a matriz de
fotossensores é feita através de uma liga de metal-oxido e quando iluminada, produz

cargas que sao confinadas em pogos de potencial [16].

Os arranjos de detectores de carga acoplada intensificados (ICCD)
juntamente com o policromador Echelle configuram um dos sistemas de deteccao
mais modernos existentes para essa técnica [17]. Esse conjunto confere alta
sensibilidade e espectros de emissdao com alta resolugdo em uma larga faixa de
comprimento de onda [17].

O conhecimento acerca do processo de ablagcdo e da formagado do plasma
torna-se indispensavel para compreensdo de medidas por LIBS. Inicialmente, o
pulso de laser atinge a amostra e promove a ruptura de ligagées do material, etapa
conhecida como breakdown [18]. Propriedades de elasticidade e compressibilidade
da amostra devem ser consideradas nesta etapa [19]. O plasma formado apds a
vaporizagdo do material atinge altas temperaturas (acima de 10000 K) e estimula a
excitacdo eletronica de atomos e ions, seguida de relaxagcédo e emissao de radiagao
eletromagnética [20,21]. Os fendmenos relacionados a interagdo do laser-amostra

afetam diretamente a resposta analitica obtida por LIBS [19].

Por n&o possuir restricbes com relagao ao tipo de amostra, o LIBS vem sendo
aplicado em diversos campos de interesse. Trabalhos desenvolvidos nos setores
arqueoldgico [22], ambiental [23], biologico [24], geoldgico [25] e industrial [26] s&o
cada vez mais recorrentes. Amostras solidas, liquidas e gasosas podem ser
analisadas por LIBS [27], todavia um numero maior de investigagcbes em amostras
solidas é encontrado na literatura. Em sélidos, o controle da ablacéo, formacao de
plasma, efeitos de auto-absor¢cdo e de matriz podem reduzir a intensidade do sinal
para elementos em altas concentragdes, dificultando a quantificagao e precisao das

medidas [28]. Em liquidos, a dificuldade de analise esta na formagao de respingos e
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bolhas [29] decorrentes de ondas de choque na superficie, podendo danificar os
componentes oOpticos e alterar a irradiancia do laser, diminuindo o tempo de vida do
plasma. Para gases, a maior dificuldade se da na configuragdo instrumental do
sistema [27] que requer um aparato adequado para leitura das amostras, como

camaras e bombas a vacuo.

A espectroscopia LIBS possui espacgo de investigacdo devido ao seu carater
multielementar [30], seguido de simplicidade instrumental [31], possibilidade de
analise in situ [32], rapidez de resposta analitica [33] e preparo simples de amostra
[34]. Além disso, a utilizagcdo de nanogramas a microgramas de amostra no
processo de ablacdo, faz dessa técnica, um recurso viavel para analises em que se

dispde de pequenas quantidades de material [20,35].

Por possui caminhos ainda inexplorados, o desenvolvimento de métodos de
andlise capazes de melhorar o desempenho de ensaios por LIBS em relagdo a
parametros de sensibilidade e reprodutibilidade se faz necessario e indispensavel
para a consolidag¢ao da técnica.

1.2 LIBS em amostras liquidas

Diversas estratégias estdo sendo propostas com o intuido de diminuir os
limites de detecgdo (LD) encontrados na ordem de mg L' para analitos em amostras
liquidas [36]. Jatos de amostra inseridos a partir do bombeamento de liquidos [37]
proporcionam analises com maior sensibilidade. Todavia, essa alternativa requer
volumes expressivos de amostra, inviabilizando muitas vezes o estabelecimento

dessa estratégia [36,37].

As modalidades de LIBS de pulso duplo (DP-LIBS) [38], LIBS assistido por
microondas (MA-LIBS) [39] e LIBS combinado com Fluorescéncia Induzida por Laser
(LIBS-LIF) [40] apresentam melhoria satisfatéria com relagdo a sensibilidade obtida
pelo LIBS convencional, porém, o alto custo e a complexidade instrumental

dificultam a utilizagdo em larga escala [38,39,40].

O congelamento de amostras liquidas [41] e a utilizacdo de substratos na pré-
concentragdo analitica [42] sao estratégias de preparo de amostra que convertem a

matriz liquida para sélida, conferindo melhor desempenho de analise. Alguns dos
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substratos utilizados no processo de adsorcao de analitos sdo: papel de filtro [43],
membranas poliméricas [44], 6xido de calcio [45], fibras porosas [46], fitas de

madeira [47], substratos metalicos [48] e nano-grafite [49].

Dentre os substratos disponiveis como fase sélida para pré-concentracéo
analitica, o papel de filtro tem se destacado para uso em medidas de amostras
liquidas por LIBS [43]. Esse substrato € constituido majoritariamente por celulose,
que € um homopolimero constituido por unidades de glicose ligadas entre si através
das posicoes 1 e 4 de cada unidade mostradas na Figura 2. A celobiose, por sua vez
também representada na Figura 2, trata-se de uma unidade repetitiva da celulose
[50].

Celobiose
| -

1 -
HDZ‘-—\/:‘.:'/\Q' ‘-X---—O H\:'Zh\ CH/\(
HO~_ 7“ i HOL\ \;_h_\/’o Z\'\o

~OH OH

Terminagdo nao redutora Terminagio redutora

Figura 2. Estrutura molecular da celulose, onde a celobiose € a unidade repetitiva
[50].

Devido a capacidade hidrofilica da celulose e alta reatividade dos grupos
hidroxila de sua estrutura, ela apresenta propriedades adsorventes para ions
metalicos divalentes em solucdo aquosa, atuando na transferéncia dessas espécies

para a superficie do papel [51].
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As propriedades plasmoénicas de nanoparticulas metalicas de Ag, Au e Cu
exploradas na Espectroscopia Raman para aumento de sinal, tem tido espaco de
investigacdo em LIBS, para amostras sélidas e liquidas [52], proporcionando LD na
ordem de ug L' para ions metdlicos. O preparo de amostra envolvendo
nanoparticulas metalicas dispersas na superficie de um substrato contendo a
amostra de estudo, seguido de analise por LIBS, tem sido denominado por
estudiosos da area como NELIBS [53]. A Figura 3 representa os fenbmenos que
ocorrem quando uma radiacdo eletromagnética é incidida sobre uma superficie

condutora e isolante contendo nanoparticulas metalicas.
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Figura 3. Representacédo do acoplamento de campo magnético do laser e o induzido
no plasmons das nanoparticulas metalicas em substratos condutores e isolantes.
Adaptado de Dell’ Aglio [53].

O fendmeno de intensificacdo de sinais de emissao LIBS possui mecanismos
diferentes a depender da interacdo do laser com o tipo de amostra [54,55,56]. Ao
focar o pulso de laser em um substrato condutor na presenga de nanoparticulas
metalicas, estas funcionardo como pontos de ignigdo para o plasma, e os plasmons
formados serao excitados pelo campo eletromagnético do laser, devido a oscilagao
coletiva de elétrons livre na superficie das nanoparticulas que se acoplam

ressonantemente ao campo do laser [54,55]. Nesse caso, o resultado obtido séo
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intensos aprimoramentos de campo elétrico local, permitindo uma melhor
atomizacdo do material e maior sensibilidade de deteccdo em LIBS [54]. Para
substratos isolantes o processo pode ocorrer de duas formas. Se o laser estiver em
ressonancia com os plasmons das nanoparticulas, um forte aquecimento local sera
observado [54]. O aumento do sinal de emissao em LIBS esta diretamente ligado a
concentracdo superficial, tamanho e formato das nanoparticulas [55,56]. Essa
contribuicdo pode ser observada quando se utiliza lasers de comprimento de onda
de 1064 nm ou 532 nm, interagindo com nanoparticulas de Au, que absorvem luz
por volta de 530 nm [54,56]. Além disso, em energias de pulso de laser elevadas, as
nanoparticulas podem sofrer quebra éptica com subsequente geragédo de plasma, o

que também contribui para a intensificagao dos sinais de emissao em LIBS [53].

Liu et al. [57] usaram nanoparticulas de Au esféricas de didmetro de 15,20 £
0,06 nm para a determinacdo de Cd, Cu, Ag, Pb e Cr e obtiveram LD de 4,6; 1,5;
3,4; 3,5 e 3,5 ng mL", respectivamente, cerca de 3 a 4 ordens de magnitude menor
em comparagao ao método LIBS convencional. Nesse estudo, utilizou-se o LIBS
aprimorado por nanoparticulas agregadas por meio da formagado de quelato de
metal, denominado de MINAELIBS (do inglés, Metal-chelate induced nanoparticle
aggregation enhanced laser-induced breakdown spectroscopy), para aumento de
sinal de emissao das espécies de interesse, visando a detec¢cao em niveis trago de
elementos metalicos em amostras liquidas. As recuperagdes de todos os elementos
analisados ficaram na faixa de 88,6% a 109,9%, o que comprova a potencialidade

de nanoparticulas em analise pratica de amostras liquidas.

Dell Aglio et al. [58] empregaram fibras amiléides revestidas com
nanoparticulas de Au como intensificadores na quantificagao de Cr, Pb, Ti e Cd. Os
resultados apontaram a potencialidade do NELIBS para a quantificagdo desses
elementos em nivel de sub-ppm (mg kg™') mesmo em meio proteico ou bioldgico.
Medig¢des single-shot mostram que a técnica se faz promissora em aplicagdes que

se exigem alta sensibilidade ou se dispde de pequenas porgdes de amostra.

Para Liu et al. [59], tornou-se necessario compreender os fendmenos
envolvidos no aumento de sinal por NELIBS. Os estudos realizados anteriormente a
esse trabalho, priorizavam o conhecimento de tamanho e concentragdo das

nanoparticulas e otimizacdo experimental, deixando aspectos como repetibilidade
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sem investigagdo. Por ser um campo recente de atuagéo, obtém-se dificuldade na
busca por trabalhos que desenvolvam aplicagdo na determinacdo de espécies

quimicas através de NELIBS.

Dessa forma, a investigacdo acerca das propriedades plasmoénicas das
nanoparticulas metalicas quando empregadas a LIBS, bem como dos fenbmenos
envolvidos no processo de ablagédo, podem auxiliar no desenvolvimento de métodos
analiticos baseados na aplicacao de NELIBS como uma ferramenta na determinagao
de metais em solugdo aquosa, sendo uma alternativa viavel para o aumento

sensibilidade da técnica [53].
1.3 Cachaca: teor de cobre e aspectos toxicolégicos

A cachacga é uma bebida brasileira, que pode ser chamada de aguardente ou
pinga em alguns lugares. Segundo a Normativa n°13, de 29 de junho de 2005, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento [60] compreende-se como
aguardente, a bebida com teor alcodlico entre 38 e 54 % em volumes medidos a
20°C proveniente da destilacdo do fermentado de cana-de-agucar, podendo ser
adicionados até 6 g L' de aglcares, expressos em sacarose [61,62]. Todavia,
cachaga € um termo utilizado exclusivamente para aguardente brasileira proveniente
do caldo de cana, cujo teor alcodlico varia entre 38 e 48% em volumes a 20°C [63].
Encontram-se estabelecidos nesse regulamento, os padrbes de identidade e de
qualidade para aguardente. Os componentes organicos e inorganicos presentes

nessa matriz estdo devidamente apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Padrbes de identidade e de qualidade para aguardente estabelecidos pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Componentes Unidade Limites
Minimo Maximo
Graduacao alcodlica * °GL 38,0 54,0
Aclcares gL 6,0 30,0
Acidez volatil expressa | mg 100 mL-' em alcool anidro - 150,0
em acido acético
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Esteres totais expresso | mg 100 mL-" em élcool anidro - 200,0
em acetato de etila
Aldeidos em mg 100 mL-" em alcool anidro - 30,0
acetaldeidos
Soma de furfural e mg 100 mL-" em alcool anidro - 5,0

hidroximetilfurfural

Soma de alcoois mg 100 mL-" em alcool anidro - 360,0
superiores**
Coeficiente de mg 100 mL" em &lcool anidro 200,0 650,0
congéneres***

Contaminantes

Alcool metilico mg 100 mL"" - 20,0
(metanol)
Carbonato de etila ug L! - 150,0
Acroléina (2-propenal) mg 100 mL""’ - 5,0
Alcool sec-butilico mg 100 mL"" - 10,0
(2-butanol)
Alcool n-butilico mg 100 mL"" - 3,0
(1-butanol)
Cobre mg L - 5,0
Chumbo ug L! - 200,0
Arsénio ug L! - 200,0

FONTE: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Instrugéo
normativa n° 13 de 29 de junho de 2005 [60].

* Graduacéo alcodlica da aguardente de cana-de-agucar.

** Soma de alcodis superiores: alcodis isobutilico (2-metil propanol), isoamilicos (2-
metil -1-butanol + 3 metil-1- butanol) e n-propilico (1-propanol), em mg /100 mL de
alcool anidro.

*** Coeficiente de Congéneres: € a soma de acidez volatil (expressa em acido
acético), aldeidos (expressos em acetaldeido), ésteres totais (expressos em acetato
de etila), alcodis superiores (expressos pela soma do alcool npropilico, alcool
isobutilico e alcoois isoamilicos) e furfural + hidroximetilfurfural.

De acordo com a Tabela 1, o limite maximo de cobre permitido para esse
produto é de 5,0 mg L, fator que dificulta processos de exportagdo [62]. Nos

Estados Unidos, o limite de cobre recomendado para destilados alcodlicos € de 2,0
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mg L', enquanto que na Unido Europeia, permitem-se valores abaixo de 1,0 mg L
[64].

Majoritariamente, o cobre presente em amostras de cachagas vem do
processo de destilacdo em alambiques de cobre e quando exposto a umidade do ar
contendo gas carbdnico, sofre oxidagao, formando “azinhavre” (carbonato basico de
cobre - CuCOs3Cu(OH)2 ), que se dissolve em vapores alcoodlicos acidos, sendo
levado até a bebida [63,65]. As equagdes quimicas abaixo mostram a ocorréncia dos
processos descritos.

2Cus) + O2(g) + H20() + CO2(g) = CuCO3Cu(OH)zs)
CuCO3Cu(OH)zs) + 4H*(aq) = 2CUu?*(aq) + 3H20() + CO2(g)

Um recurso largamente utilizado para evitar esse tipo de contaminagao é o
uso de suco de limao ou abacaxi na limpeza dos alambiques [66,67]. O limao, de
natureza acida, dissolve o azinhavre, impedindo-o de ser levado ao produto [67].

O cobre é um nutriente indispensavel para o equilibrio metabdlico do
organismo, devido a capacidade de ser incorporado a muitas proteinas estruturais e
enzimaticas [68,69]. A Ingestado Diaria Recomendada (IDR) desse metal é de 0,9 mg
segundo a Resolugao RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005, regulamentada pela
ANVISA [70]. A exposicao a niveis elevados desse constituinte pode ocasionar a
doenga de Wilson, um transtorno congénito transmitido por heranga autossémica
recessiva que esta vinculada um defeito no transporte de cobre, com diminui¢do de
ceruloplasmina, provocando acumulo do metal no figado e cérebro causando
alteracdes graves [68]. Além disso, esse metal também atua como catalisador da

reacao de formagao do carbamato de etila, que € um composto cancerigeno [71].
1.4 Técnicas analiticas utilizadas para determinagao de cobre em cachaga

Os métodos recomendados para a quantificacdo de cobre em cachacga, no
Brasil s&do a espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do UV-Vis
utilizando dietilditiocarbamato em alcool amilico [72] e espectrometria de absorgéo
atbmica por chama (FAAS - do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry) [73].
Todavia, a AOAC (do inglés, Association of Official Analytical Chemists) recomenda

apenas que as medidas sejam realizadas por espectrometria de absorgao atdémica
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por chama, utilizando a chama de ar/acetileno no comprimento de onda de 324,7 nm
e faixa de concentragdo de 1 a 5 mg L' de padrdo de cobre, preparadas em etanol
50% (v/v) e agua [65]. O método FAAS, pode sofrer interferéncias provenientes do
efeito de matriz, devido a diferenga entre o grau alcodlico presente nas solugdes
padrao de cobre e nas amostras, o que provoca alteragdo na viscosidade e na
tensdo superficial das solugcbes, comprometendo a etapa de nebulizagao [74]. O
método de adicdo padrdo proposto pelo Instituto Adolfo Lutz é mais indicado [75]
nesses casos, onde o preparo de solugdes contém 10 mL de amostra, enriquecidos
com padrdo de cobre nas concentragées finais de 0; 0,2; 0,5; e 1,0 mg L. Nesse
procedimento, o branco é medido por meio de uma solugao em etanol 8% (v/v) por
FAAS, utilizando os mesmos parametros de configuragdo do equipamento ja

mencionadas.

Diversos métodos espectrométricos, potenciométricos e voltamétricos foram
discutidos na literatura para a quantificacdo de ions metalicos em amostras de
cachaga e aguardente [73]. Na Tabela 2 sao apresentados alguns métodos
analiticos utilizados na determinacdo de ions cobre e de outros analitos, em

amostras de cachaga e aguardente.

Tabela 2. Métodos analiticos utilizados para a determinacédo de cobre em cachacas

e aguardentes

Analitos Técnica LD Referéncia
Cu Espectroscopia de
fluorescéncia 0,40 umol L - [76]
associada a

nanoparticulas de

Silica
Cu Espectrofotometria
de absorg&o no 0,033 mg L [73]
UV-Visivel
Cu,PbeCd GFAAS* 0,6 ug L™’ [77]

0,7 pg L
0,04 pg L™




29

respectivamente
Cu FAAS 5,0 ug L [74]
Cu, Fe, Nie Zn EDXRF** 17 ug L™ [72]
20 pg L
20 pg L
23 ug L
respectivamente
Cu LIBS 0,3mg L’ [21]
Cu Potenciometria 0,03 mg L [78]
Cu Redissolugao Entre 1e 3 mg L™’ [79]
potenciométrica
Voltametria de
Cu redissolugéo 0,11 mg L’ [80]
anddica

* GFAAS: Espectrometria de Absor¢cao Atdbmica em Forno de Grafite (do inglés,
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry).

** EDXRF: Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X com Energia Dispersiva (do
inglés, Energy Dispersive W-Ray Fluorescence).

Dentre as técnicas analiticas citadas na Tabela 2, GFAAS tem se mostrado
um método eficiente na determinagao de ions metalicos em bebidas alcodlicas, por
ser uma técnica de alta sensibilidade, que permite determinacao direta e simultédnea
de elementos, rapida, que demanda pequenos volumes de amostra e apresenta
limites de detecgdo na ordem de pg L' [81]. Oshita et al. [81], determinaram de
forma direta e simultanea Al, As, Fe, Mn e Ni presentes em 8 amostras de cachaca,
utilizando GFAAS como método analitico. Obtiveram-se desvios padrbes relativos
(n=3) abaixo de 11% para todos os elementos verificados e avaliou-se a exatidao
por meio de testes de adicdo e recuperacdo dos analitos. As recuperagdes foram
expressas nos seguintes intervalos: 80 - 105% (Al), 81 - 92% (As), 82 - 108% (Fe),
83 - 106% (Mn), 83 - 108% (Ni). Os limites de detecgao para Al, Fe, Mn e Ni foram
de 9,7 ug L', 2,3 ug L"; 12 uyg L'; 14 ug L' e 0,8 pg L respectivamente. Caldas
[82], determinou As, Cu e Pb simultaneamente utilizando bismuto e antimdnio como

padrées internos na analise de 36 amostras cachaca por GFAAS utilizando Pd(NO3):
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e Mg(NOs)2 como modificadores quimicos. Os limites de detec¢ao obtidos para As,
Cu e Pb foram de 0,09 pug L',22 ug L' e 0,49 yg L' respectivamente. Nesse
trabalho, a validacdo do método foi realizada por meio de medidas em
espectrometria de massa com fonte de plasma (ICP-MS - do inglés, Inductively
coupled plasma mass spectrometry), onde os resultados obtidos foram comparados
aos determinados por GFAAS e testes estatisticos t de student e o F, apontaram

concordancia entre os métodos ao nivel de 95% de confianga.

LIBS tém se mostrado um método promissor na quantificagcdo de ions cobre
de amostras de cachaga [21]. Para isso, Farias Filho [21] utilizou ring oven como
técnica de pré-concentragcéo para ions cobre em papel de filtro Whatman 40. A partir
disso, uma curva analitica para cobre foi construida utilizando litio como padrao
interno e oito amostras cachacgas da regidao de Salinas foram identificadas por meio
dos métodos quimiométricos de classificagdo. Os limites de detecc¢ao e quantificacao
para Cu(ll) foram 0,3 mg L' e 1,0 mg L' respectivamente para o método LIBS. A
validagao do método foi realizada por meio do comparativo dos resultados obtidos
pelo método oficial de adicdo padrdo medidos por espectrometria de absorcao
atbmica por chama e LIBS. O teste t de student pareado mostrou que

estatisticamente os métodos sédo indistinguiveis em nivel de confianca de 95%.

Papai et al. [83] utilizou papel fotografico fosco como substrato de baixo custo
para a pré-concentracdo de ions metalicos, seguido de medigbes por LIBS. A
extragdo quimica ocorreu via ultrassom, que facilitou a adesdo de do par iénico
formado por DTAB (Brometo de Dodeciltrimetilaménio) com o complexo de
coordenacao anibénico entre os ions metalicos e SPADNS (Sal trissédico do acido
1,8-dihidroxi-2- (4-sulfofenilazo) naftaleno-3,6-dissulfonico), a superficie do papel. A
curva analitica proposta para cobre obteve como faixa de concentragdo 0,50 a 7,50
mg L. Amostras de agua de chuva, mar, torneira, urina humana, refrigerante e
cachaca também foram analisadas neste trabalho. No que diz respeito as amostras
de cachagca e agua de torneira, obtiveram-se como limites de detecgdo e
quantificagéo para cobre 0,08 e 0,24 mg L' respectivamente. A recuperagdo para as
amostras de cachaca se deu entre 103 e 150%. Uma das justificativas apresentadas
pelos autores para esse resultado, se baseia no efeito de matriz proveniente do teor

alcodlico elevado e dos compostos organicos presentes na cachaga, que afetam o
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procedimento de extracdo. Dessa forma, os resultados atestaram a viabilidade do
LIBS para a determinagédo de cobre nessas matrizes segundo normas brasileiras. A
precisdo obtida para o método foi inferior a 4,3%, semelhante ao obtido por ICP OES
e GFAAS, indicando que a homogeneidade do substrato contendo o analito de
interesse. Isso faz com que esse recurso tenha potencial de aplicagao para técnicas
analiticas de microamostragem. Além disso, o método proposto para a extragcéo

quimica se mostrou promissor para as especies Al, Ag, Mn, Ni e Zn.

Diante disso, o presente trabalho avaliou o uso de nanoparticulas de ouro na
intensificagdo de sinais de emissao para cobre no comprimento de onda de 324,76
nm. GFAAS foi utilizado para validagdo do método LIBS.
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2 Objetivos
21 Geral

Investigar e avaliar o uso de nanoparticulas de ouro na intensificagcdo de

sinais de emissao em LIBS.
2.2 Especificos

e Determinar ions cobre em meio aquoso por LIBS, utilizando papel de filtro
como substrato;

e Sintetizar e depositar nanoparticulas de ouro em papel de filtro, juntamente
com a amostra,

¢ Determinar ions cobre presentes em amostras de matriz liquida, transferindo
o ion metalico para uma matriz sélida, utilizando nanoparticulas de ouro;

e Avaliar o efeito causado pelas nanoparticulas de ouro na intensificacdo de
sinais de emissao LIBS;

e Determinar ions cobre em amostras de cachaga por LIBS e NELIBS,

comparando os resultados com GFAAS.
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3 Parte Experimental
3.1  Instrumentacgao

Para a obtengdo dos espectros LIBS, empregou-se um laser Q-Switched
Nd:YAG (Brilliant) operando em 1064 nm, pulso de 4,8 ns, frequéncia de 20 Hz,
diametro de feixe de 5 mm e energia maxima de 360 mJ pulso’. A montagem

adotada é representada pela Figura 4.

h —
Espelho dicroico

® N

Brilliant

Figura 4. Foto do sistema LIBS empregado.

No sistema proposto, utilizou-se um espelho dicrdico posicionado a 45° para
refletir o feixe do laser e direciona-lo a uma lente de BK7 de 2,5 cm de didmetro, de
distancia focal de 10 cm. Fixou-se a amostra a uma plataforma de distancia de 9,7
cm da lente focal. Utilizou-se um laser emitindo radiacdo vermelha (635-650 nm)
como ferramenta de ajuste focal do coletor de radiagdo em relagdo ao local de
formacao do plasma. Por sua vez, conectou-se a plataforma a um motor de passos,
girando a velocidade de 10 rpm. Neste caso, cada pulso de laser atingiu regides
distintas da superficie do substrato em uma area circular de 4,52 cm?. A coleta de
radiacao emitida pela amostra se deu por meio de uma lente focalizada na entrada
de uma fibra éptica (Ceram Optec, 50 um de didametro). Separou-se a radiagao

captada de acordo com a respectiva ordem em um policromador Echelle (200-975
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nm, 52,13 linhas/mm, Mechelle 5000, Andor Technology) e enviada para um
detector ICCD (1024 x 1024 elementos, iStar DH 734, Andor Technology). O
processamento de dados foi realizado com auxilio de um microcomputador.
Realizaram-se as medidas sob os seguintes parametros: Energia de pulso de
90 mJ pulso™, 120 pulsos, tempo de atraso e de integragdo de 1 us, tempo de
exposicao de 6 segundos e o ganho do detector de 100. Escolheu-se essas
condigbes experimentais com base em experimentos prévios e trabalho realizado
anteriormente no grupo de pesquisa [21]. O modo Integrate on Chip foi utilizado para
a aquisicado dos espectros LIBS, selecionado através do software do detector. A raia

de emissao utilizada para a determinagao de cobre foi Cu () em 324,76 nm.

3.2 Reagentes, solugoées e amostras

Todas as vidrarias utilizadas para o preparo das solugdes padrdo e de
amostra foram lavadas com agua corrente, detergente e deixados em banho de
acido nitrico 10% (Synth) por 24 horas. Apds esse procedimento, lavou-se os

recipientes com agua desionizada e secou-se a temperatura ambiente.

Para o preparo de diferentes solugdes de Cu(ll) utilizou-se solugao padrao de
cobre para absorgdo atdmica de 1000 mg L' (Merck), tamponada em 20 mmol L
borato de sédio (Merck). O ajuste de pH das solugdes foi feito com acido cloridrico
(Merck) e hidroxido de sodio (Synth).

Utilizou-se o acido cloroaurico (Sigma Aldrich) juntamente com citrato de
sédio dihidratado (Synt) na sintese de nanoparticulas de ouro. Para a estimativa de
concentragdo foi usada, uma suspensdo coloidal de AuNPs comercial (Sigma
Aldrich) .

Todas as solugbes padrdao de Cu(ll) e de amostras foram preparadas

utilizando o papel de filtro quantitativo Whatman 40 como fase sdlida.

3.3 Efeito do volume de amostra e temperatura de secagem na sorgao de ions

cobre em papel de filtro Whatman 40

Adicionou-se em diferentes papéis de filtro quantitativo Whatman 40, com

uma micropipeta, volumes de 100, 175 e 250 uL de solucédo de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e
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5,0 mg L' de Cu(ll) tamponadas em borato de sédio 20 mmol L' em pH 9,0 como
mostrado na Figura 5. Observou-se a imersao completa do papel de filtro na solugao

apenas em 250 uL de solucgao.

Figura 5. Micropipeta contendo 100 yL de uma solugdo de Cu (ll) 5,0 mg L
tamponada em borato de sédio 20 mmol L', direcionada no centro de um papel de
filtro quantitativo Whatman 40.

O método de preparo das solugdes seguiu duas etapas distintas. Ora secou-
se os padrbes em temperatura ambiente por trés horas, ora em estufa por 60°C por
uma hora. Curvas analiticas foram propostas para cada condicdo experimental
estabelecida, utilizando a linha de emissao de 324,76 nm referente a Cu(l) para

determinacao.

ApOs realizados os ensaios, utilizou-se como parametros de preparo dos
padrées de cobre, volume de solugdo de Cu(ll) de 250 pyL e secagem a 60 °C em

estufa por uma hora.

3.4 Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de ouro

Para sintetizar as AuNPs, utilizou-se o método experimental descrito por
Ratnarathorn et al. [59]. Para isso, 25 mL de uma solugéo de 0,01% (m/v) de HAuCls
foram transferidos para um erlenmeyer de 50 mL até atingir a ebulicdo (100 °C).
Depois, adicionou-se 0,9 mL de uma solugcéo de 1% de citrato de sédio sob agitagao

e aquecimento por 15 minutos. Apds esse tempo, o sistema foi mantido em agitagao
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por 30 minutos, sem aquecimento. O produto da sintese apresentou cor
avermelhada e aspecto coloidal, sendo apresentada na Figura 6. Apds o término da

sintese, o material foi levado para refrigeracdo em geladeira a 4°C.

Figura 6. AuNPs sintetizadas através do método experimental proposto por
Ratnarathorn et al. [84]

A distribuicdo de tamanho médio das AuNPs foi determinada por medidas de
dispersdo dinamica de luz (DLS), por meio de um analisador de tamanho de
particulas e potencialzeta, Malvern, modelo ZetasizerNano Zs-Zen3600. Para isso,
utilizou-se 2,0 mL da suspensao coloidal de ouro e transferiu-se para uma cubeta de
quartzo de caminho 6ptico de 1 cm. As medidas de luz espalhada foram realizadas a
25°C.

Estimou-se também a concentragdo de AuNPs (em mg mL') do material
sintetizado por meio de espectros de absor¢cao UV-Vis de uma suspensao coloidal
de AuNPs comercial de 20 nm e das AuNPs sintetizadas. As medidas foram
realizadas em um espectrofotbmetro Jeanway-6405 UV/Vis. Os espectros

resultantes de ambas as amostras foram comparados.

Observou-se a morfologia do material nanométrico sintetizado por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando um microscépio JEOL JSM -

360 - LV, operando a 20 kV no modo de imagem de elétrons secundarios.
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3.5 Efeito da densidade de particula de ouro em superficie na intensificagao
do sinal de emissao LIBS para Cu(l) (324,76 nm)

Preparou-se suspensodes coloidais de AuNPs de concentragdes de 2,0 x 1073,
2,0 x 102 e 2,0 x 10" mg mL-", a partir de uma suspens&o coloidal de 5,8 x 102 mg
mL-". Transferiu-se 165uL de cada uma das suspensdes para respectivos papéis de
filtro de area de 4,52 cm? de modo que a densidade de AuNPs presente na
superficie do substrato fosse de 7,3 x 10%;, 7,3 x 10* e 7,3 x 10 mg cm?
respectivamente. Os papéis foram secos em estufa a 60°C por 20 minutos. Em
seguida, 250uL de solugdo de cobre de 5,0 mg L' tamponada em borato de sodio
20 mmol L' em pH 9,0 foram adicionados na superficie dos papéis de filtro. A
secagem do material se deu em estufa a 60°C por uma hora. O mesmo
procedimento descrito acima foi realizado para o preparo do branco contendo as
AuNPs, com excecao a adi¢cdo do analito. Preparou-se também um branco para os
papéis de filtro na auséncia de AuNPs, onde utilizou-se apenas 250 yL de uma
solugédo tampé&o de borato de sddio 20 mmol L' em pH 9,0, seguindo os mesmos
parametros de secagem ja citados. Comparou-se os resultados obtidos por LIBS
para amostras de 5,0 mg L' de Cu(ll) na presenga e auséncia de AuNPs,
juntamente com seus respectivos brancos e identificou-se a regido de concentragcao

que apresentou intensificagcado de sinal de emissao para Cu(l).

Posteriormente, pipetou-se diferentes volumes entre 1 pL e 14 puL de
suspensdo coloidal de AuNPs de 5,8 x 102 mg mL", transferindo para eppendorf.
Utilizou-se agua miliQ até que se completassem 165uL. As suspensdes preparadas
foram adicionadas em diferentes papéis de filtro de area circular de 4,52 cm?; de
modo que a densidade de AuNPs presente na superficie do substrato variasse entre
1,3 x 10°% e 1,4 x 10* mg cm2. Os papéis foram secos em estufa a 60°C por 20
minutos, e 250uL de solugdo de cobre de 5,0 mg L' tamponada em borato de sédio
20 mmol L' em pH 9,0 foi adicionada a superficie dos papéis de filtro. A secagem do
material se deu em estufa a 60°C por uma hora. Realizou-se o0 mesmo
procedimento, com exce¢ao a adicdo do analito, para o preparo do branco de cada
densidade de AuNPs analisado, seguindo-se as mesmas condigdes de temperatura
e tempo de secagem. Comparou-se os resultados obtidos por LIBS para amostras

de 5,0 mg L' de Cu(ll) na presenga e auséncia de AuNPs, juntamente com seus
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respectivos brancos e identificou-se a regido de concentragdo de AuNPs que

apresentou intensificagdo de sinal de emisséao para Cu(l).
3.6 Curvas analiticas para Cu(ll) na presenga e auséncia de AuNPs

Adicionou-se 8 uL de uma suspensao coloidal de AuNPs sintetizada a 157 pL
de agua miliQ. Transferiu-se o material com uma micropipeta para um papel de filtro
Whatman 40 de area de 4,52 cm?. Secou-se o papel a 60°C em estufa por 20 min.
Preparou-se 18 papéis de filtro seguindo o procedimento descrito.

Transferiu-se 250 pL de solugdes de Cu(ll) de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L
tamponadas em borato de sodio 20 mmol L' para a superficie dos substratos
preparados acima. Preparou-se 3 papéis para cada uma das concentracdes padrao
de cobre, secando-os em estufa a 60°C por 1 hora. As analises foram feitas em
triplicada para cada uma das concentragbes por LIBS. Construiu-se uma curva
analitica e determinou-se Cu(ll) através da linha de emisséo de 324,76 nm, referente
a Cu(l). As curvas analiticas na presenga e auséncia de AuNPs foram comparadas,
a fim de compreender a contribuicdo das AuNPs para o aprimoramento de sinal de
emissao em LIBS.

3.7 Determinacao de Cu(ll) em amostras de cachaca por LIBS, NELIBS e
GFAAS

Propbs-se uma curva analitica utilizando solugcdes numa faixa de trabalho de 0
a 3,0 mg L' de Cu(ll) em etanol 40% (v/v) tamponadas em borato de sédio 20 mmol
L-'. Adicionou-se 250 uL das solugbes a papéis de filtro, secando-os em estufa a

60°C por 1 hora, seguindo de medidas por LIBS.

Pipetou-se cerca de 5,0 mL de amostras diferentes de cachaga. Cada aliquota
foi transferida para frascos distintos, onde adicionou-se 0,0380 g de borato de sédio.
Dessa forma, o volume de solugdo permaneceu praticamente inalterado. Transferiu-
se 250 yL de amostra para a superficie de papéis de filtro. Os substratos foram
secos em estufa a 60°C por 1 hora e medidas em triplicata puderam ser realizadas
por LIBS.

Adicionou-se 8 uL de suspensao coloidal de AuNPs inicialmente sintetizadas

em agua miliQ, a fim de obter 165 pL de volume final. Transferiu-se o material com
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uma micropipeta para um papel de filtro de area de 4,52 cm? Repetiu-se esse
procedimento diversas vezes, para que se pudesse preparar a quantidade de
substratos necessaria para esse experimento. Os papéis foram encaminhados para
a estufa a 60°C por 20 minutos para secagem. Parte dos substratos foram
enriquecidos com 250uL de solugdes padrao de Cu(ll) na faixa de trabalhado de 0 a
3,0 mg L preparadas em etanol 40% (v/v), tamponadas em borato de sodio 20
mmol L'. Ao restante, adicionou-se 250 pL de diferentes amostras de cachaca,
anteriormente tamponadas em borato de soédio. Todas as amostras e padrées foram
levadas a estufa por 60°C durante uma hora. Todos os substratos foram medidos

por LIBS em triplicata.

Uma curva analitica foi construida utilizando solugbdes padrao de Cu (Il) de 10,
20, 30, 40 e 50 ug L. Diferentes amostras de cachaga foram analisadas por GFAAS
e, para isso, foram utilizados 50 puL de amostra avolumados a 10 mL com auxilio de
agua miliQ. As amostras e os padrées contendo Cu(ll) foram analisados em
triplicata. A partir do fator de diluicdo, calculou-se a concentracdo de ions cobre

presente nas cachagas.

As médias de concentracdo de Cu(ll) obtidas nas amostras de cachaca
analisadas pelos métodos LIBS e NELIBS foram comparadas aos valores obtidos
por GFAAS, por meio do teste estatistico t-student pareado em nivel de confianga de
95%.

3.8 Limites de deteccgao e de quantificagao

Os limites de deteccao e de quantificacdo para as curvas analiticas propostas
neste trabalho foram avaliados a partir da medida de 7 leituras do branco. As
equacdes 1 e 2 demonstram como obtiveram-se os valores de limite de detecgao
(LD) e quantificagao (LQ) [85]:

LD = 3 so/m Equacao 1
LQ =10 sb/m Equacgao 2

onde sp representa o desvio padrao amostral do branco e m € a sensibilidade da

curva de analitica (coeficiente angular).
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4 Resultados e discussao

4.1 Efeito do volume de amostra e temperatura de secagem na sorgao dos

ions cobre em papel de filtro Whatman 40

O uso de papel de filtro na sor¢ao de ions metalicos € um recurso largamente
utilizado em LIBS para analise de amostras liquidas. Segundo Fontes [86], o carater
sorvente do papel advém de sua propriedade hidrofilica e reatividade proveniente
dos inumeros grupamentos hidroxilas (-OH) presentes na estrutura quimica da
celulose. Em meio basico, os grupos OH encontram-se desprotonados, favorecendo
a sorgao do Cu(ll) e assim, viabilizando a determinagao por técnicas de ablagao
como o LIBS.

Diferentes papéis de filtro foram postos em contato com solu¢des padrao de
Cu (Il) tamponadas em borato de sédio 20 mmol L' em pH 9,0. Os volumes de
solucdo utilizados para esse procedimento foram 100, 175 e 250 uL. O
comportamento linear para a curva analitica proposta com 100uL de solugdo pode
ser observado na Figura 7a, onde utilizou-se 25°C para a secagem do material, por
3 horas. Os espectros de emissédo LIBS de diferentes concentracdes de Cu(ll) em
papel de filtro Whatman 40 estéo representados na Figura 7b.
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Figura 7. (a) Curva analitica para 100 yL de solugéo de Cu (ll). (b) Espectros de
emissao LIBS para 100 yL de solugcdo de diferentes concentragbes de Cu(ll),
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emissado em 324,76 nm. Condi¢des experimentais: Tampao borato de sédio 20 mmol

L', pH 9,0; seco a 25°C por 3 horas.

Curvas analiticas referentes aos volumes de solugdo de 175 yL e 250 pL
estdo representadas nas Figuras 8a e 9a. Os espectros de emisséo LIBS referente a

cada uma delas estdo mostrados nas Figuras 8b e 9b.
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Figura 8. (a) Curva analitica para 175 pL de solugdo de Cu(ll). (b) Espectros de
emissao LIBS para 175 pyL de solugcdo de diferentes concentragbes de Cu(ll),
emissao em 324,76 nm. Condigdes experimentais: Tampao borato de sédio 20 mmol

L', pH = 9,0; seco a 25°C por 3 horas.
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Figura 9.(a) Curva analitica para 250 pyL de solugcdo de Cu(ll). (b) Espectros de
emissao LIBS para 250 pL de solugcdo de diferentes concentragbes de Cu(ll),
emissdo em 324,76 nm. Condi¢des experimentais: Tampao borato de sédio 20 mmol
L', pH = 9,0; seco a 25°C por 3 horas.

Na Tabela 3 estido expressos os parametros analiticos obtidos por meio das
curvas analiticas de diferentes volumes de solugao de Cu(ll) no em papel de filtro,

seco a 25°C durante 3 horas.

Tabela 3. Parametros analiticos obtidos através da construgao de curvas analiticas
utilizando diferentes volumes de solugado de Cu(ll) na superficie de papel de filtro,

secos a 25°C por trés horas.

Volume | Sensibilidade DPR* *R2 LD LQ
amf)k:;tra (%) (mg L") (mg L")
(WL)
100 340,3 9-36 0,973 0,63 2,10
175 961,5 3-15 0,988 0,09 0,30
250 982,8 7-18 0,989 0,30 1,00

*DPR: Desvio padrao relativo
*R2?: Coeficiente de determinacéo.
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Observa-se que as curvas analiticas obtidas a partir dos volumes de amostra
de 175 pL e 250 pyL apresentam melhor sensibilidade analitica e precisao, LD e LQ
inferiores ao apresentado pela curva obtida com 100uL. Para a curva de 175 pL de
amostra, o desvio padrao relativo varia entre 3 e 15%, enquanto para a curva de 250
ML, os valores de desvio padrao relativo estdo em torno de 7 e 18%. O erro relativo
obtido em analises por LIBS esta em torno de 20% [87], logo as curvas analiticas de
175uL e 250 pL de solugdo apresentam valor dentro da margem estabelecida,
revelando homogeneidade e reprodutibilidade satisfatéria das medidas dos padrbes
de Cu (ll) preparados em papel de filtro.

Visando otimizar o tempo de preparacdo de amostra, foram preparados
papéis de filtro contendo 100 pL,175 yL e 250 uyL de solugédo de Cu(ll) tamponada
em borato de sodio 20 mmol L' pH 9,0, sorvidos em papel de filtro e secos em
estufa a 60°C durante uma hora. As Figuras 10a, 11a e 12a mostram as curvas
analiticas nas condi¢des listadas. Os espectros de emisséo LIBS para a linha de
emissdao de 324,76 nm Cu(l), para diferentes concentragdes de Cu(ll) sé&o
representados pelas Figuras 10b, 11b e 12b.
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Figura 10. (a) Curva analitica para 100 pyL de solugcdo de Cu(ll). (b) Espectros de
emissao LIBS para 100 pL de solugao diferentes concentragdes de Cu(ll), emisséo
em 324,76 nm. Condi¢cdes experimentais: Tamp&o borato de sédio 20 mmol L,
pH=9,0, seco a 60°C por 1 hora em estufa.
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Figura 11.(a)Curva analitica para 175 pL de solugdo de Cu(ll). (b) Espectros de
emissdao LIBS para 175 uyL de solugcdo de diferentes concentragbes de Cu(ll),
emissao em 324,76 nm. Condi¢des experimentais: Tampao borato de sédio 20 mmol

L', pH=9,0; seco a 60°C por 1 hora em estufa.
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Figura 12. (a) Curva analitica para 250 pyL de solugéo de Cu(ll). (b) Espectros de
emissao LIBS para 250 uL de solugdo de diferentes concentragbes de Cu(ll),
emissdo em 324,76 nm. Condi¢des experimentais: Tampao borato de sédio 20 mmol

L', pH=9,0; seco a 60°C por 1 hora em estufa.
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A Tabela 4 mostra os parametros analiticos obtidos de curvas analiticas para
padrées de Cu(ll) em papel de filtro, secos a temperatura de 60°C por 1 hora em

estufa, em diferentes volumes de solugéo.

Tabela 4. Parametros analiticos obtidos através da construcdo de curvas analiticas
utilizando diferentes volumes de solugado de Cu(ll) na superficie de papel de filtro,

secos a 60°C por 1 hora em estufa.

Volume | Sensibilidade DPR R? LD LQ
de

amostra (%) (mg L") (mg L")
(bL)
100 437.9 5-34 0,940 0,49 1,63
175 1050,1 7-34 0,980 0,75 2,50
250 909,2 1-23 0,998 0,51 1,70

A influéncia da temperatura no tempo de secagem e a homogeneidade dos
padrées de Cu (ll) puderam ser investigadas pelas curvas analiticas propostas para
os respectivos volumes de solugao de 100 pL, 175 uL e 250 pL de 60°C por 1 hora.
A curva analitica a partir de 100 uL de solugdo forneceu LD de 0,49 mg L' e LQ de
1,63 mg L', com a menor sensibilidade analitica dentre todas as curvas analisadas,
apresentando desvio relativo superior a 30% e coeficiente de determinagédo igual a
0,940. A curva obtida a partir de 175 yL de solugcdo forneceu maior sensibilidade
analitica dentre as curvas propostas, todavia apresentou desvio padrao relativo
acima de 34%, indicando baixa precisdo e homogeneidade inadequada dos padrdes
preparados. A curva analitica construida com 250 yL de solugédo, cuja amostras
foram secas a 60°C por 1 hora apresentou sensibilidade analitica proxima as obtidas
nas curvas com 175 uL e 250 pL propostas nas condigdes experimentais de 25°C e
3 horas de secagem, com coeficiente de determinagdo superior a 0,990; LD de 0,51
mg L', LQ de 1,70 mg L' e desvios padro relativos dentro do esperado para LIBS,

com valores entre 1 e 23%.

A utilizagdo de 250uL de amostra e aquecimento do substrato em estufa a

60°C por 1 hora conferiu a curva, linearidade satisfatoria e reducédo no tempo de
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preparo de amostra, podendo ser utilizada na determinagado de Cu(ll) em solugbes

aquosas.

4.2 Sintese de AuNPs e caracterizagdo da distribuicao do tamanho de
particula por Espectrofotometria UV-Vis, Espalhamento Dindmico de Luz

e Microscopia Eletrénica de Varredura.

O controle do diametro e da distribuicdo de nanoparticulas metalicas
utilizadas em LIBS é um parametro importante na intensificagdo do sinal [53].
Medidas de espectrofotometria de UV-Vis foram realizadas, utilizando uma

suspensao coloidal de AuNPs do material sintetizado. Um espectro de absorgao UV-

VIS é apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Espectro de absor¢cdo UV-Vis do produto da sintese de AuNPs.

A suspensdao obteve absorcdo maxima em torno de 522 nm, perfil
caracteristico para AuNPs que absorvem por volta de 530 nm [88]. Espectros de
absor¢cao UV-Vis presentes na Figura 14, foram obtidos para uma suspenséao

coloidal comercial de 5,8 x 102 mg mL-'de AuNPS e para o produto sintetizado.
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Figura 14. Espectros de absorgdo de suspensdes coloidais de AuNPs sintetizadas e

de referéncia.

E observada uma similaridade entre os perfis espectrais de ambas as
suspensdes. Os espectros possuem absorbancia maxima por volta de 522 nm.
Dessa forma, para aplicagdes posteriores, estimou-se que as AuNPs sintetizadas
formaram uma suspensdo com concentragdo proxima a de 5,8 x 102 mg mL""
(concentracao do material de referéncia).

Medidas de espalhamento dindmico de luz descrevem o perfil da distribuicdo
de tamanho médio das AuNPs. A Figura 15 mostra um histograma referente a
Intensidade em porcentagem versus a distribuicdo de tamanho médio para a

suspensao coloidal de AuNPs sintetizadas.
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Figura 15. Histograma de distribuicdo de didmetro das particulas de AuNPs

sintetizadas obtido por medidas de espalhamento dindmico de luz.

Nesse tipo de medida, um feixe de laser de 680 nm é utilizado para iluminar a
suspensao estudada e as flutuagdes da luz espalhada sao detectadas, revelando as
dimensdes do material [89]. Pelos resultados de DLS, a suspensao coloidal de
AuNPs sintetizada nesse trabalho possui distribuicdo de tamanho médio em torno de

19 nm, dado que confirma o obtido através das medidas de espectrometria de
absorcao UV-VIS.

A Figura 16 mostra uma micrografia das nanoparticulas de Au sintetizadas,
visando caracterizar a dimensao do diametro das particulas utilizadas.



49

1/13/2022 pressure mag FH WD ‘ —— 100 nm ——
3:23:34PM | 20.00 kV | 9.42e-4Pa | 300000 x | 9.6 mm | CBS | 691 nm IQ - Unicamp

Figura 16. Microscopia Eletrbnica de Varredura das nanoparticulas de ouro

sintetizadas neste trabalho.

As nanoparticulas de Au apresentadas na micrografia possuem diametro de
16 + 6 nm, valor concordante com os resultados obtidos por espectrofotometria UV-

Vis e espalhamento dinamico de luz.

4.3 Efeito da densidade de particulas de Au na superficie de amostra na

intensificagao do sinal LIBS para Cu (l)

Papéis de filtro contendo AuNPs e solugdo de cobre 5,0 mg L' foram
submetidos a analise por LIBS. As Figuras 17, 18 e 19 representam espectros de
emissao LIBS para papéis de filtro contendo solugdes de Cu (Il) na presenga e

auséncia de AuNPs e seus respectivos brancos.
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Figura 17. Espectros NELIBS e LIBS (emissdo em 324,76 nm) de 5,0 mg L' de
solugdo de Cu (Il) tamponada com 20 mmol L' de borato de sodio pH 9,0, com
densidade de AuNPs de 7,3 x 10 mg cm™2 para NELIBS.
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Figura 18. Espectros NELIBS e LIBS (emissdo em 324,76 nm) de 5,0 mg L' de
solugdo de Cu(ll) tamponada com borato de sédio 20 mmol L', pH 9,0, com
densidade de AuNPs de 7,3 x 10 mg cm2 para NELIBS.
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Figura 19. Espectros NELIBS e LIBS (emissdo em324,76 nm) de 5,0 mg L' de

solugdo de Cu(ll) tamponada com borato de sdédio 20 mmol L', pH 9,0; com
densidade de AuNPs de 7,3 x 103 mg cm2 para NELIBS.

A partir dos espectros de emissdo com diferentes densidades de
nanoparticulas na superficie de amostra, observou-se um aumento consideravel no
sinal de emiss&o para a linha de 324,76 nm de Cu(l) utilizando densidade de 7,3 x
10~ mg cm2 como densidade. Com densidades de nanoparticulas na superficie 1 a
2 ordens de magnitude maiores, o sinal do Cu(l) foi reduzido quando comparado ao
obtido na auséncia de AuNPs. Em densidades de superficie elevadas tem-se a
agregacao de nanoparticulas que diminui o acoplamento do campo eletromagnético
do pulso de laser com o campo elétrico oscilante das AuNPs, produzindo um sinal
de emissao inferior ao esperado [55].

Outras densidades de AuNPs na superficie de amostra foram estudadas para
investigar o comportamento do fator de intensificagdo do sinal obtido para cobre, na
faixa de 1,3 x 10 a 1,4 x 10 mg cm2. O fator de intensificagdo do sinal LIBS pode
ser obtido através da razdo entre a intensidade do analito obtido pelo método
NELIBS e LIBS [51]. A Figura 20, mostra a relagdo entre IneLiss/ILiss € a densidade

de AuNPs na superficie do papel, expressa em mg cm™2.
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Figura 20. IneLiss/Iuiss versus a densidade de nanoparticulas de Au na superficie de

papel de filtro.

A densidade critica de AuNPs em superficie depende do diametro e do
formato das nanoparticulas utilizadas para investigacdo das propriedades
plasmodnicas [53,90]. Dessa forma, garantir a homogeneidade na distribuicdo do
tamanho de particulas € uma condi¢cdo importante. A densidade critica de superficie
para AuNPs de didmetro de 20 nm é de cerca de 1,1 x 10* mg.cm [55]. Nesse
trabalho, a densidade de superficie critica para as nanoparticulas sintetizadas foi de
1,0 x 10 mg cm, conforme apresentado na Figura 20. Sdo necessarias 1,0 x 10
mg cm? de AuNPs na superficie do papel para que se observe um aumento
acentuado de intensidade no sinal de emisséo LIBS para determinagao de cobre por
NELIBS.

A Figura 21 mostra uma micrografia de um papel de filtro impregnado com
AuNPs na densidade 1,0 x 10 mg cm?, indicando a homogeneidade da distribuigéo

sobre a superficie, o que garante também um adequado desvio padrdao das medidas.
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Figura 21. Microscopia eletrénica de varredura do papel de filtro impregnado com

nanoparticulas de ouro sintetizadas neste trabalho, apresentando uma densidade de

1,0 x 104 mg cm™2.

A densidade de nanoparticulas na superficie de 1,0 x 10*mg cm foi escolhida
para a constru¢do da curva analitica. O sinal de emissdo de Cu(l) nessa condicao,
aumentou em torno de trés vezes quando comparado ao obtido na auséncia de

AuNPs, o que esta de acordo com o previsto na literatura [91].

4.4 Curvas analiticas para Cu(l) na presenca e auséncia de AuNPs

A Figura 22a corresponde a curva analitica obtida com as solugbes padrao de
Cu(ll) em tampao borato de sdédio 20 mmol L' adsorvidos em papel de filtro
contendo AuNPs depositadas. A Figura 22b, mostra os espectros de emissao LIBS

para os padrdes de Cu (ll) frente ao branco.
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Figura 22. (a) Curva analitica de obtida com 250 yL de solugdes padrao de Cu(ll),
tamponadas em borato de sodio 20 mmol L' pH 9,0 e secas a 60°C por 1 hora, com
AuNPs dispersas na superficie do papel com densidade de superficie de 1,0 x 10
mg cm>? (linha de emissdo de 324,76 nm Cu |) e (b) respectivos espectros de
emissdo LIBS de padrées de Cu(ll) na presenga de AuNPs na densidade de

superficie 1,0 x 104 mg cm.

Alguns parametros analiticos s&o descritos na Tabela 5, onde os métodos
LIBS e NELIBS podem ser comparados em relacdo a construgdo das curvas

analiticas propostas para solugdes aquosas de Cu(ll).

Tabela 5. Parametros analiticos obtidos através das curvas de calibracido dos

métodos LIBS e NELIBS para Cu(ll) em solug¢des aquosas.

Método | Sensibilidade DPR R? LD LQ
(%) (mg L) (mg L)

NELIBS 2831,3 1-4 0,997 0,03 0,10

LIBS 909,2 1-23 0,998 0,51 1,70
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De acordo com a Tabela 5 a sensibilidade obtida pelo NELIBS é 3 vezes
maior a obtida pelo LIBS, valor concordante com o obtido por Wen et al. [66], que
empregaram AuNPs de 20 nm para a determinagdo de cobre. O LD obtido por
NELIBS foi 17 vezes menor que o obtido por LIBS, o que demonstra maior
sensibilidade para a detecgédo de cobre por NELIBS. O desvio relativo apresentado
por NELIBS é inferior a 4%, dessa forma, a regido amostrada pelo laser possui
homogeneidade satisfatoria. Diante desses resultados, o método NELIBS mostra-se
promissor para a determinagdo de Cu(ll) em meio aquoso em faixas de

concentragdo em sub-ppm (mg kg™).

4.5 Determinacgao de ions cobre em amostras de cachaga por LIBS, NELIBS e
GFAAS

Amostras de cachacga adquiridas no mercado local foram analisadas por LIBS
e NELIBS e os resultados comparados com os obtidos por GFAAS, técnica de
referéncia. A Figura 23 mostra as curvas analiticas obtidas por LIBS e NELIBS, para

solugdes hidroalcdolicas de Cu(ll) na faixa de concentragdo de 0 a 3,0 mg L.
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Figura 23. Curvas analiticas obtidas a partir de solu¢gdes hidroalcéolicas de Cu(ll)
empregando NELIBS (em preto) e LIBS (em vermelho). Intensidades medidas em
324,76 nm Cu(l).

A Tabela 6 descreve os parametros analiticos obtidos para as curvas de
calibragao para Cu(ll) em meio hidroalcodlico propostas na Figura 23.
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Tabela 6. Parametros analiticos obtidos através das curvas de calibragdo dos

métodos LIBS e NELIBS, para solugdes hidroalcoolicas de Cu(ll).

Método | Sensibilidade DPR R? LD LQ
(%) (mg L) (mg L)

NELIBS 2684.,9 1-6 0,987 0,16 0,50

LIBS 840,8 1-10 0,997 0,74 2,46

Com relagdo as curvas analiticas NELIBS e LIBS para solucbes
hidroalcdolicas de ions cobre, nota-se um aumento significativo no sinal de emissao
para cobre, quando na presenca de nanoparticulas de Au, conforme observado
anteriormente para solu¢des aquosas de Cu(ll), descrito na Tabela 5. Nesse caso a
sensibilidade de NELIBS apresentou-se 3 vezes maior € o LD 4 vezes menor que 0
obtido por LIBS. Esse fator, também pode ser observado pelos espectros de

emissédo LIBS e NELIBS, como mostram as Figuras 24a e 24b respectivamente.
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Figura 24. a) Espectros de emiss&o LIBS obtidos a partir de padrdes de cobre em
tampao borato de sédio, em meio hidroalcéolico de 40% (v/v) na presenga de AuNPs
na densidade de superficie 1,0 x 104 mg cm™. (b) Espectros de emissdo LIBS

obtidos a partir das mesmas solugdes na auséncia de AuNPs.
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Além disso, quando comparados os coeficientes angulares obtidos pela
calibracdo de NELIBS em meio aquoso e hidroalcdolico, observa-se que a razao
entre eles é equivalente a 1, indicando que a calibragao hidroalcdolica poderia ser
dispensada pois a presenca de etanol no meio ndo causa efeito de matriz

consideravel.

Para validar os resultados obtidos por LIBS e NELIBS utilizando a calibragao
hidroalcoolica, amostras foram analisadas por GFAAS. A Figura 25 mostra a curva

analitica obtida por GFAAS com as solugdes padrao de Cu(ll).

y =0,00509 x + 0,00205 F

0,257 R? = 0,999
0,20

o

(%]

[=

€ 0,15 L

S

[}

=

< 0,10 -

0,05 e

0,00 4= T : T T T
0 10 20 30 40 50

Concentragio (ug L™

Figura 25. Curva analitica para ions Cu(l), obtida pela absor¢cdo de radiagdo no

comprimento de onda de 324,76 nm por GFAAS.

A Tabela 7, expressa os parametros analiticos encontrados quando uma

curva de calibragao para solu¢des aquosas de Cu(ll) foi proposta por GFAAS.

Tabela 7. Pardmetros analiticos obtidos para curva de calibracdo de solucdes
aquosas de Cu (ll) por GFAAS.

Método | Sensibilidade DPR R? LD LQ
(%) (ng L) (ng L)

GFAAS 0,005 2-15 0,999 2,06 6,87
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Os resultados obtidos para as 5 amostras de cachacga analisadas por LIBS,
NELIBS e GFAAS foram comparados e a Tabela 8 apresenta as médias obtidas
juntamente com os desvios padrdo para cada uma das amostras analisadas pelos

diferentes métodos propostos.

Tabela 8. Determinagdo de Cu(ll) em mg L' de diferentes amostras de cachaga
obtidas pelos métodos GFAAS, LIBS e NELIBS.

Amostras GFAAS LIBS NELIBS
A 0,45 £ 0,04 < LD* 0,44 £ 0,05
B 2,8+0,2 2,7+0,3 3,0£0,2
Cc <LD* <LD* <LD*
D 1,1+£0,3 1,5+£0,2 1,0+£0,2
E 1,1+0,3 1,4+0,3 1,13 £ 0,05

*LD: Limite de deteccao

Comparou-se estatisticamente as médias de concentragdo de Cu (ll) referente
as amostras B, D e E determinadas por GFAAS e LIBS, empregando-se o teste t
pareado com um nivel de confianca de 95%. O valor de t calculado (tca = - 0,11) foi
menor que o de t tabelado (tab = 2,77), indicando que n&o ha diferenga significativa

entre as médias dos métodos avaliados.

O mesmo teste foi aplicado para comparacéo das médias de concentracio de
Cu(ll) das amostras A, B, D e E determinadas por GFAAS e NELIBS, com nivel de
confianca de 95%. O valor de t tabelado (ttab = 2,91) foi superior ao t calculado (tca = -

1,10), evidenciando que nao ha diferencga significativa entre as médias.

Finalmente, nota-se que os ions Cu(ll) ndo foram determinados na amostra A
por LIBS, evidenciando a eficiéncia do uso de AuNPs para aumentar a sensibilidade
da técnica, proporcionando métodos mais sensiveis € com menores limites de

deteccao.
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5 Conclusoées e perspectivas

A determinacao de Cu(ll) por LIBS, a partir do preparo de amostra por sorgéao
de ions metalicos em papel de filtro Whatman 40, se mostrou uma estratégia viavel
para contornar as dificuldades apresentadas em leituras de solu¢gdes aquosas e
hidroalcoolicas. Quando comparada a alternativas de andlises que utilizam
diferentes configuragdes instrumentais ou de amostragem, a pré-concentragéo
analitica proveniente de processos de sor¢ado em substratos solidos, apresenta
como vantagens: rotina de baixo custo, rapidez de andlise, facilidade operacional e
necessidade de pequenos volumes de amostra para ablagao. Todavia, o controle de
parametros experimentais referentes ao preparo, se faz necessario para a obtencao
de sensibilidade e reprodutibilidade das medidas, fatores que desafiam a
consolidagdo da técnica para fins analiticos. Neste trabalho o aquecimento em
estufa a 60°C por 1 hora, juntamente com 250uL de solugado de Cu(ll) depositados
sob a superficie do substrato conferiram as curvas analiticas, maior linearidade e

desvio padrao relativo entre 1 e 23 %, dentro do previsto para LIBS.

Nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pelo método descrito por
Ratnarathorn et al. [83] e caracterizadas por medidas de espectrofotometria de
absorcado no UV-Vis e DLS, assim como por Microscopia Eletrénica de Varredura. O
perfil espectral do material pode ser conhecido e sua concentragdo estimada por
meio de um comparativo entre os espectros de absor¢cdo UV-Vis do material
sintetizado e o de origem comercial. Além disso, medidas de DLS apontaram
distribuicdo de tamanho médio das particulas de ouro em torno de 19 nm de
diametro. O conhecimento acerca desses fatores faz com que se tenha maior
compreensao a respeito do efeito de intensificacdo de raias de emissdo de

espectros LIBS para substratos isolantes na presenca de AuNPs.

Um estudo foi desenvolvido variando a densidade de AuNPs na superficie de
um papel de filtro contendo ions cobre. Observou-se que em 1,0 x 10* mg cm™, a
intensidade para Cu(l) monitorada, triplicava quando comparado ao obtido na
auséncia de AuNPs. Curvas analiticas na presencga de 1,0 x 10* mg cm2 de AuNPs,
para meios aquosos e hidroalcdolicos, apresentaram maior sensibilidade e menor
desvio padrao relativo (1 - 4%) quando comparadas as curvas analiticas na auséncia
de AuNPs. Além disso, foi possivel conferir que a calibragdo hidroalcéolica para
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NELIBS foi dispensavel devido o fato de os coeficientes angulares apresentados

serem proximos uns dos outros ao ponto de a razao entre eles equivaler a 1.

Devido a presenca de Cu(ll) em amostras de cachacga, a determinacao desse
analito pode ser realizada em niveis de mg L-'. As amostras foram analisadas por
NELIBS e LIBS, e validadas por GFAAS como método de referéncia. Nao foi
possivel determinar cobre na amostra com baixo teor de Cu(ll) por LIBS, ao contrario
dos resultados obtidos por NELIBS e GFAAS, evidenciando a eficiéncia do uso de
AuNPs para aumento da sensibilidade da técnica, fornecendo menores limites de

deteccao.

O cenario para medidas LIBS em amostras aquosas e hidroalcdolicas vém
sendo explorado com o desenvolvimento de métodos e estratégias de analise
capazes de determinar ions metalicos, conferindo maior sensibilidade e
reprodutibilidade para as medi¢des. Dessa forma, NELIBS pode ser utilizado em
diferentes perfis de amostras liquidas, podendo ser interessante naquelas em que se
dispbe de concentragdes do analito em niveis de sub-ppm. Ainda s&o muitos os
fatores a serem investigados para aprimoramento de sinais de emissao LIBS
mediado por nanoparticulas metalicas, reforcando assim a necessidade de
pesquisas focadas no conhecimento dos fendmenos envolvidos no processo de
sinteses e disposicado das particulas no substrato, bem como no processo de

ablagao a laser.
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