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Resumo

O estudo de nanomateriais, suas propriedades Opticas e eletrbnicas, tem
se destacado no mundo académico. S&o exploradas, principalmente,
nanoparticulas de ouro (AuNP) como intensificadoras dos sinais de emissao de
técnicas como a Espectroscopia de Emissdo Optica em Plasma Induzido por
Laser (LIBS), melhorando os limites de detecgdo, normalmente em torno de mg
L', e originando Espectroscopia de Emissdo Optica em Plasma Induzido
Intensificada por Nanoparticulas (NELIBS). Apesar da versatilidade, e
caracteristicas como: preparacdo minima ou nula de amostras, analise
multielementar e carater ndo destrutivo, a determinacgao direta de ions metalicos
por LIBS/NELIBS em amostras liquidas é desafiadora. O uso de papel como
suporte e etapas de pré-concentragdo sao estratégias utilizadas para melhor
amostragem de liquidos. A técnica de Ring Oven Preconcentration (ROP) utiliza
um dispositivo em que a amostra é gotejada no centro do papel de filtro aquecido
em um forno apropriado. Por capilaridade, o analito chega a borda do papel
concentrando-se em forma de anel enquanto o solvente é evaporado; o anel
formado é analisado por LIBS. Deste modo, o presente trabalho descreve a
producao de nanoparticulas de ouro diretamente na superficie de um papel de
filtro por ROP, seguido pela concentracdo dos analitos (Al, Ba, Cr e Cu) com o
objetivo de melhorar a sensibilidade da LIBS. Avaliou-se as contribuicbes
individuais do procedimento de pré-concentragao e da intensificagdo por AuNP.
O anel de AuNP foi formado por diversas estratégias. A mais eficiente foi obtida
pelo gotejamento de 100 pL da mistura (1:1) da solugdo de acido cloroaurico
(5,53 x 10 mol L") e citrato de sddio (7,8 x 102 mol L"), seguido por 250 pL de
HCI (0,01 mol L" ). Sobreposto ao anel de AuNP foram pré-concentrados os
analitos pelo gotejamento de 100 pL da solugdo padréao dos metais e 100 L de
HCI (0,01 mol L"). Para as medidas NELIBS o disco de papel de filtro foi fixado
em uma plataforma giratoria, que permitiu disparar 120 pulsos de laser (laser de
Nd:YAG com chave Q, Brilliant Quantel B, 1064 nm, 20 Hz e pulso de 5 ns) capaz
de percorrer toda circunferéncia do anel. A radiacdo emitida foi coletada com
uma lente de 5 mm de didametro, focalizada na ponta de uma fibra éptica com
didmetro de 105 ym, que guiou a radiagao para um policromador echelle (Andor
Technology) e um detector ICCD (iStar DH 734, Andor Technology). Ao comparar
as intensidades de emissao de Al (396,15 nm), Ba (493,41 nm), Cr (428,97 nm)
e Cu (324,76 nm) obtidas nas curvas de calibragao, observou-se um aumento de
sensibilidade de até 10,6x com o uso do anel de AuNP em comparagao com as
medidas realizadas apenas depositando o analito no substrato (volume 5x
maior). A unido das técnicas ROP-NELIBS, proposta pela primeira vez neste
trabalho, foi eficiente, alcangando baixos limites de deteccao (sub-ppm). Esses
resultados demonstram a viabilidade de preparar anéis de AuNP diretamente no
papel de filtro, o que é uma ferramenta poderosa para aumentar o sinal de LIBS,
especialmente quando o anel do analito é sobreposto a ele.



Abstract

The study of nanomaterials, their optical and electronic properties, has
driven the attention of the academic world. Gold nanoparticles (AuNP) are mainly
explored as intensifiers of emission signals in techniques such as Laser Induced
Breakdown Spectroscopy (LIBS), improving detection limits, normally around mg
L', and originating the Nanoparticle Enhanced Laser Induced Breakdown
Spectroscopy (NELIBS). Despite the versatility and features such as minimal or
no sample preparation, multi-element analysis, and non-destructive nature, the
direct determination of metal ions by LIBS/NELIBS in liquid samples is
challenging. The use of paper as a support and pre-concentration steps are
strategies used to improve liquids sampling. The Ring Oven Preconcentration
(ROP) technique uses a device in which the sample is dripped on the center of
the filter paper held in an appropriate oven. By capillarity, the analyte reaches the
edge of the paper, concentrating in the form of a ring, while the solvent is
evaporated; the ring is analyzed by LIBS. Thus, the present work describes the
production of gold nanoparticles directly on the surface of a filter paper by ROP,
followed by the concentration of analytes (Al, Ba, Cr and Cu) to improve the
sensitivity of LIBS. The individual contributions of the preconcentration procedure
and AuNP intensification were evaluated. The AuNP ring was formed by several
strategies. The most efficient was obtained by dripping 100 uL of a mixture (1:1)
of the chloroauric acid (3.5 x 10 mol L") and sodium citrate (7.8 x 102 mol L"),
followed by 250 uL of HCI solution (0.01 mol L-"). Superimposed on the AuNP
ring, the analytes were pre-concentrated by dripping 100 uL of the standard metal
solution and 100 pL of HCI (0.01 mol L"). For NELIBS measurements, the filter
paper disk was fixed on a rotating platform, which allowed 120 /aser pulses to be
fired (Nd:YAG laser with Q key, Brilliant Quantel B, 1064 nm, 20 Hz and 5 ns
pulse) capable of to cover the entire circumference of the ring. The emitted
radiation was collected with lens (5 mm diameter) focused on the tip of an optical
fiber with a diameter of 105 ym, which guided the radiation to an echelle
polychromator (Andor Technology) and an ICCD detector (iStar DH 734, Andor
Technology). When comparing the emission intensities of Al (396.15 nm), Ba
(493.41 nm), Cr (428.97 nm) and Cu (324.76 nm) obtained in the calibration
curves, an increase in sensitivity of up to 10.6x with the use of the AuNP ring
compared to measurements performed just by depositing the analyte on the
substrate (5x larger volume). The combination of ROP-NELIBS techniques,
proposed for the first time in the present work, was efficient, achieving low
detection limits (sub-ppm). These results demonstrate the feasibility of preparing
AuNP rings directly on filter paper, which is a powerful tool for enhancing the LIBS
signal, especially when the analyte ring is superimposed on it.
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1. INTRODUCAO

1.1. Espectroscopia de Emissdo Optica em Plasma Induzido
por Laser (LIBS)

A Espectroscopia de Emissdo Optica em Plasma Induzido por Laser (LIBS,
do inglés, Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) comegou a ser explorada
com o advento dos /asers, especialmente a partir de 1960, com o /aser pulsado
de rubi estudado por Theodore Maiman'. Desde entdo a técnica tem se
destacado no seguimento analitico para fins quantitativos e qualitativos,
considerando a diminuicdo dos custos dos /asers e desenvolvimento de
detectores mais sensiveis como fatores primordiais para o crescimento e

interesse pela técnica 2.

Os componentes da LIBS permitem que diversas configuragdes
experimentais sejam utilizadas de acordo com a amostra e interesse da analise,
de forma a conferir maior reprodutibilidade e sensibilidade para a técnica. Como
apresentado na Figura 1, os principais componentes da LIBS s&o: /aser pulsado,
como fonte de excitagao; conjunto 6ptico (espelhos e lentes), para focalizagao
da radiagao emitida pelo /aser e coleta da radiacéao emitida pela amostra; e
sistema de detecgao (fibra Optica, espectrometro e detector), responsavel pela

transformacao e fornecimento dos dados na forma de espectros?.

Laser \

Nd:YAG Laser
1064 nm
Brilliant

\ Espelho dicréico

Lente focal

&
G
5 \ : 2
Espectrémetro | Plasma | | ) °
- ~ J T \ { >

v § (3 \
Fibra éptica (105pum) =~

y
Lentes coletoras -

3 ‘ ——— : —_Amostra
—I—L ~Processaménto de dados "1 v : Plataforma rotatéria

Figura 1: Diagrama esquematico dos principais componentes do sistema LIBS e da
configuracao experimental utilizada.




O funcionamento da LIBS, simplificadamente, € baseado em um pulso de
laser de nanossegundos (5 — 10 ns) focado em um ponto na superficie da
amostra, que ao incidir sobre a mesma tem a maior parte da sua energia
transferida, resultando no fenbmeno conhecido como breakdown, onde uma
quantidade minima de material € ablada. Pela interacdo do material ablado com

o pulso de laser, ocorre a formagéo de um plasma de alta temperatura34.

O processo de formagdo do plasma inicia-se pela etapa de ignicao,
responsavel pela quebra de ligagédo, aquecimento local e formagao de vapor de
alta pressao. Esta etapa é dependente do tipo de /aser, irradiancia, duragao do
pulso, meio circundante e do estado fisico da amostra. Apds a ignigéo, o plasma
continuara a expandir-se. Se o meio circundante em que o plasma ¢é induzido for
um gas ou um liquido, a pluma do plasma comprimira o meio circundante e
produzira ondas de choque que se propagam em velocidade supersénica. Nesta
situagédo, a pluma de plasma € uma mistura de atomos e ions do material

vaporizado e do gas ambiente3?5.

A pluma, entdo, continua a absorver energia do /laser durante a duragao do
pulso de laser. A temperatura e a densidade dos elétrons mudarao, pois, as
espécies quimicas da matéria ablada sado excitadas. Sequencialmente, no
decorrer da etapa de resfriamento, o plasma emite a radiacédo caracteristica da
espécie, ao retornar para estados de menor energia, responsavel pelas
informacdes sobre a composicao da amostra. Essa radiacdo é coletada e
direcionada ao espectrometro, onde a composi¢cao do material analisado e a
concentracido dos elementos podem ser identificadas a partir da intensidade das

linhas dos espectros de emissao coletados .

Assim, a interacéo laser-matéria desencadeia uma série de fenbmenos como
aquecimento, vaporizacao, ionizacao e excitacao, que ocorrem desde o impacto
do /aser até a extingdo do plasma em milissegundos,® como esquematizado na

Figura 2.
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Figura 2: Esquema de sequéncia de eventos que ocorrem apds a incidéncia de um
pulso de laser na amostra. Processos de formacao e desenvolvimento do plasma
induzido por /aser (a seta grossa representa o pulso do /aser; e — elétrons livres; i —
espécie ibnica; a — espécie atdbmica; * — estado excitado das espécies).

A LIBS detém diversos aspectos desejaveis na area de Quimica Analitica
como simplicidade de operagao instrumental, necessidade minima ou nula de
manipulagdo das amostras, carater multielementar, alta frequéncia analitica,
possibilidade de analise remota (in situ), portabilidade, e carater ndo destrutivo,

uma vez que necessita de pequenas quantidades de amostra (ng a ug) ’.

Tais caracteristicas sao vantagens relevantes quando comparadas as
técnicas convencionais de analise elementar. Por isso, a LIBS tornou-se
concorrente direta da técnica de Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP OES) &° e Espectrometria de Absorgio Atdmica

(AAS) 0 | além de ferramenta complementar a Fluorescéncia de raios-X .

Outro beneficio da utilizagdo da LIBS é a vasta aplicabilidade, podendo ser
empregada em diferentes tipos de amostras sdlidas, liquidas e gasosas. Assim,
diversos campos de atuagdo podem ser investigados como: arqueoldgico'?,

bioldgico'3, forense'3, ambiental’#, medicinal'®, geoldgico'®, entre outros'’20,

No entanto, uma de suas desvantagens é a analise direta em liquidos pelos
desafios relacionados a formagcao de respingos (splash), podendo danificar
componentes 6pticos e reduzir a intensidade de emisséo devido a atenuagao da
energia do pulso de /aser causada pela vaporizagdo de solvente ', além do alto

limite de detecgao, geralmente em torno de mg L-"322.23,
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1.2. Espectroscopia de Emissdo Optica em Plasma Induzido
por Laser Intensificada por Nanoparticulas (NELIBS)

Diferentes estratégias e metodologias tém sido implementadas com o intuito
de melhorar a sensibilidade de técnicas analiticas. Em LIBS, é possivel destacar
0 que se conhece por LIBS ressonante 24, LIBS de pulso duplo %°, e a LIBS

intensificada por nanoparticulas.

O uso de nanoparticulas metalicas (NPM) para tal efeito, requer apenas a
deposicéo no substrato, acrescentando uma uUnica etapa de preparo de amostra.
Neste contexto, sua utilizac&o ja € bem estabelecida, na Espectroscopia Raman
Intensificada por Superficie ( do inglés, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy
— SERS) 26 e Espectroscopia de Fluorescéncia Intensificada por Superficie (do
inglés Scattering Enhanced Fluorescence — SEFS) ?7. Esta estratégia com a LIBS
€ conhecida como Nanoparticle Enhanced Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy (NELIBS) 728 .

Em NELIBS, as condi¢gdes de ressonancia das NPM, podem modular o
campo eletromagnético e afetam diretamente o acoplamento com o material
irradiado, formando os hot spots 2°. Com o aumento do campo elétrico proximo
a superficie da particula ocorre uma maior produgdo de elétrons, e
consequentemente uma ablagdo e excitagcdo do plasma mais eficientes,

melhorando a resposta 6ptica da espectroscopia a laser .

Giacomo e Dell’Aglio reuniram e apresentaram resultados satisfatérios de
aplicacoes da NELIBS em fluidos biolégicos, tecidos vegetais e proteinas,
demonstrando claramente as principais diferencas entre a utilizacdo da LIBS

convencional e a NELIBS, nas mesmas condigdes experimentais 3'.

Os resultados de Zhao et al mostraram que a NELIBS pode ser usada para
quantificar residuos de substancias quimicas nocivas em frutas e vegetais com
baixo limite de deteccao (LOD). Além de medidas pontuais, os pesquisadores
realizaram um mapeamento dos dados espectrais da NELIBS coletados em
folhas de alface, que evidenciaram a distribuicdo desigual de Cd nas folhas,
indicando a possibilidade de aplicacdo da técnica para detecgcao direta de

contaminantes para aplicagdes agricolas 32.
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Koral e colaboradores, mostraram que com o uso de AgNP, houve um
aumento do sistema de emissao (bandas moleculares) de uma liga a base de Al.
Em outra pesquisa, AuNP foram usadas para aprimorar sinais de LIBS em
pedras preciosas. A absorcao preferencial de fotons pelas NPM permitiu a
indugdo da quebra na camada de NPM depositada na superficie da amostra.
Deste modo, além do incremento na intensidade do sinal, a metodologia evitou

danos na superficie das pedras 3.

Em 2020, Palasti, et al, enfatizaram que o metal do qual as NP séo feitas, a
concentracdo na superficie, bem como o comprimento de onda do laser e a
irradiancia tém um grande impacto no aumento do sinal de emissdo em NELIBS.
Além disso, concluiram que a analise NELIBS de amostras liquidas também é
possivel, se forem secas em substratos preparados previamente por deposicao

de NP ou por incorporagdo de NP 34,

Algumas estratégias utilizadas para melhorar o desempenho da analise de
amostras liquidas em LIBS s3o: o congelamento de amostras liquidas 3° e a
utilizacao de substratos solidos, como papel de filtro, para a pré-concentracao
analitica 3637, Quando comparadas, a pré-concentracdo apresenta como
vantagens o baixo custo, rapidez de analise, facilidade operacional e utilizagao

de pequenos volumes de amostra 3,

1.3. Nanoparticulas Metalicas

O estudo de nanomateriais, especialmente as nanoparticulas metalicas, tem
ganhado destaque no mundo académico, e no desenvolvimento tecnoldgico
devido as suas propriedades opticas e eletrbnicas. Os avangos sobre o tema s6
foram possiveis pois os estudos sobre sinteses e propriedades das
nanoparticulas (NP), assim como as consequéncias da interagdo da luz com as
caracteristicas dos nanomateriais foram iniciados em 1857, por Michael Faraday.
Sua pesquisa foi baseada na sintese e anadlise da coloragdao de solucdes
coloidais de ouro e foi a precursora de estudos na area, incentivando novas

investigagoes 3941,

Ao longo dos anos comprovou-se que a interagdo entre a radiagao

eletromagnética (UV-Vis) e NPM ocorre principalmente por meio do acoplamento
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entre os elétrons de valéncia do metal e o campo elétrico da radiagao, como
mostrado na Figura 3. As oscilagbes eletrbnicas que ocorrem proximo a
superficie metalica (plasmons) sdo responsaveis pelas singularidades das
propriedades oOpticas e quimicas, cujo fendmeno central é conhecido como
Ressonancia Plasménica de Superficie Localizada (RPSL), que consiste no
aumento e polarizagao da densidade de carga na superficie das NPM pela
oscilagdo coletiva dos elétrons livres, induzindo um dipolo na particula. Tais
oscilagdes justificam o crescente interesse em utiliza-las como intensificadores
espectroscopicos em Quimica Analitica, pois acentuam a absorgéo de luz na

regido visivel e infravermelho do espectro 224042,

~ i Campo elétrico

é \
&

¥
" Nanoparticula
metédlica

Figura 3: Perturbacdo da densidade eletrénica de uma nanoparticula metélica esférica
provocada pela interagcdo da sua nuvem eletrénica com o campo elétrico da radiagao
excitante. Adaptado da ref. 43.

Neste contexto, quando o campo elétrico da radiagdo excitante oscila
periodicamente com o tempo ha uma perturbacao da nuvem eletrénica de forma
que os elétrons do metal também oscilem com a mesma frequéncia da radiagao
incidente. Esta frequéncia de oscilacdo pode ser determinada pela densidade
dos elétrons, a massa efetiva do elétron, bem como pela forma e tamanho da

distribuicdo de carga 4344,

A interacao entre o meio hospedeiro e as NPM influencia fortemente como
essas particulas interagem com a luz, sendo responsaveis pela diversidade de

tamanhos, formas de agregagdes e geometria das nanoparticulas 404°,

Além das diversas geometrias (esféricas, cubicas, triangulares etc.), as
nanoparticulas podem ser produzidas a partir de diversos materiais metalicos,

tais como: ouro, paladio, platina, cobre e prata*t. Atualmente sdo exploradas,
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principalmente, nanoparticulas de ouro (AuNP) e prata (AgNP) pela facilidade
com que amostras de nanoparticulas de alta qualidade, compostas por esses

metais, podem ser sintetizadas 474,

A sintese de NPM pode ser feita em matrizes liquidas ou sdlidas, por
diferentes métodos como redugdo quimica ou eletroquimica, decomposicao
térmica ou fotoquimica, microemuls&o, sol-gel, entre outros. A abordagem mais
comum de sintese envolve a precipitacdo de nanocristais a partir de solugdes
reacionais, aquosas ou organicas. Assim, as NPM s&o geradas, principalmente,

a partir dos sais metalicos soltiveis por meio de reagdes de oxirredugéo.

Os estudos de Wauithschick et al. (2015) e Xia et al. (2010) mostram como a
ordem de adi¢cao dos reagentes é responsavel por variagdes no transporte de
massa e difusdo das espécies durante o processo de crescimento das NPM.
Volkert, Subramaniam e Haes (2011), também avaliaram as implicagdes do uso

de vidrarias especificas para sintese 45,

1.3.1. Nanoparticulas de ouro (AuNP)

As nanoparticulas de ouro (AuNP) estdo entre as nanoparticulas mais
importantes, devido as suas caracteristicas distintas, tais como: inércia quimica,
biocompatibilidade, alta estabilidade quimica e, especialmente, baixa toxicidade.
Quando comparado com outros metais o ouro é preferido devido a sua maior
estabilidade quimica e facil sintese. Em particular, devido as grandes areas
superficiais, as AuNP ganharam imenso interesse nos ultimos anos pois

destacam-se suas propriedades fisico-quimicas e Opticas %253,

Um espectro de cores (por exemplo, marrom, laranja, vermelho e roxo) &
observado quando AuNP estdo em suspensao aquosa. A mudanga de coloragao
ocorre pelas variadas morfologias das NPM, e a medida que o tamanho do
nucleo cresce de 1 a 100 nm, frequentemente exibindo uma absorgdo maxima

entre 500 e 550 nm 9354,

Dentre as metodologias descritas na literatura para sintese de NPM, como as
desenvolvidas por Brust e colaboradores °°, em meio orgénico, o método de

Turkevich e colaboradores °¢57, com algumas modificagdes introduzidas por
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Frens %8, continua sendo o mais utilizado para a preparacao de AuNP esféricas

€m meio aquoso.

Para esta sintese sao utilizados o acido tetracloroaurico e citrato de sodio,
que possui trés fungbes distintas: agente redutor %6, agente estabilizante %° e
controlador do pH . Apesar da simplicidade experimental, o mecanismo de
formagdo das particulas ainda ndo foi elucidado completamente, pois os
produtos preparados com minimas variagdes podem exibir diferentes
propriedades espectrais e cinéticas, por exemplo. Tais desafios tornaram esta
metodologia o objeto de pesquisa de muitos autores 9992, com inUmeras
questdes sendo respondidas com o passar do tempo, mas, sem consenso no

que diz respeito ao mecanismo envolvido.

A metodologia proposta por Turkevich, baseada na reducdo de um sal
metalico, foi a primeira a demonstrar a possibilidade de variar o tamanho da
particula por meio do controle da concentragao de agente redutor, taxa de adigéo
dos reagentes, temperatura, agitagdo e tempo de duragdo da reagéo %5-°8, Trata-
se entdo de um processo complexo, pois coexistem diferentes mecanismos

durante a reacgao.

Simplificadamente, o mecanismo de crescimento das NPM ocorre em duas
etapas principais, conhecidas como: nucleagao, onde ha a unido de monémeros
para formacdo de estruturas e nlcleos mais estaveis 2, e a etapa de
crescimento, que envolve a forma de difusdo dos mondmeros e a reagao dos

nucleos sobre a superficie®.

A nucleagao pode ser classificada de acordo com o local de surgimento do
nucleo: nucleagdo homogénea, quando o nucleo se forma de maneira uniforme
na fase mée, ou nucleagdo heterogénea, em que o nucleo se forma sobre uma
interface, como a proépria superficie do meio reacional ou impurezas sélidas

dispersas, como nanoparticulas pré-formadas, que atuam como sementes®4°,

O crescimento, pela teoria classica de nucleagdo (do inglés, classical
nucleation theory, CNT), depende da difusdo dos monémeros até a superficie
dos nucleos e da reagdao dos mesmos sobre a superficie. Sendo assim, a
natureza da superficie do cristal e a cinética de formagcdo dos monémeros

influenciam esta etapa. Um crescimento ocorre devido a coalescéncia se a
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reacdo quimica fornecedora de monémeros for mais rapida do que a formacao
real de particulas. Objetivamente, além da superficie dos nucleos, o processo de
crescimento depende também do coeficiente de difusdo e o gradiente de

concentragéo dos mondmeros entre a solug&o®4.6667,

Apesar dos avangos, a elucidacao destas etapas ¢é limitada pelas dificuldades
experimentais, instrumentagcdo moderna e pela necessidade de técnicas de
caracterizagcao dos processos in situ que confirmem ou confrontem os modelos

tedricos sobre o tema 6869,

14. Substratos celuldsicos

Os substratos usados para deposicdo de NPM podem ser membranas,
polimeros, nanotubos de carbono e papel %71, O papel, em particular, destaca-
se por suas propriedades biodegradaveis, baixo custo, facil manuseio, e alta

reatividade, proveniente dos grupos hidroxila da estrutura da celulose 72.

O papel é formado pelas fibras de celulose que contém em sua estrutura
grupos hidroxilas (Figura 4), responsaveis pelos fenbmenos de adsorgao e
dessorgao no papel e pelo carater hidrofilico. O efeito eletrostatico desses grupos

da a celulose uma afinidade por protons e, ions metalicos, retendo-os’.
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Figura 4: Estrutura quimica da celulose.

Além disso, tem sido utilizado com sucesso como plataforma analitica e
substrato biodegradavel em sistemas microfluidicos, dispositivos de diagndstico,

e, recentemente, em SERS 7374,

Com este substrato, diferentes estratégias podem ser adotadas para a
deposigdo das NPM, incluindo os métodos de reagdo em espelho (para

nanoparticulas de prata) e de imersao’®.



Por imersao é garantida maior homogeneidade na deposi¢cédo das particulas
no substrato. Este método € conhecido também como dip-coating. Entretanto, a
irregularidade da superficie do papel e a orientacdo desordenada das fibras de
celulose em uma grande area de amostragem, pode gerar diferentes pontos de
aglomeracao de NP e consequentemente, variagdes na geragao de hot spots.
Outras desvantagens estao relacionadas a necessidade de um longo tempo de
preparagao (pelo menos 12 h) e a quantidade relativamente grande de

nanoparticulas de ouro usadas por substrato’?.

Apesar das desvantagens descritas € importante considerar o potencial do
papel como plataforma de processos de pré-concentragdo, incluindo sua

utilizag&o para a técnica de ring-oven 72,

1.5. Técnica de pré-concentragcado Ring-Oven

Pré-concentrar a amostra € uma estratégia usada tanto para melhorar a
sensibilidade da detecgao como para reduzir os problemas de atenuacao da
energia do laser pela vaporizagdo do solvente. Entretanto, as maiores
dificuldades para concentrar amostras liquidas em microescala esta no
manuseio reprodutivel de pequenas quantidades do material, além do tempo

necessario para a realizagdo do processo ‘°.

Hebert Weisz, em 1954, prop6s a técnica de pré-concentragéo por ring-oven
(Ring-Oven Pre-concentration - ROP), utilizando como substrato o papel de filtro
quantitativo. As interagdes das ligagdes de hidrogénio das cadeias de celulose
que compde o papel e as interagdes intermoleculares com o solvente utilizado

na amostra, geram o efeito de capilaridade, indispensavel para a técnica’’.

Além da capilaridade, outro fendmeno fisico indispensavel para execug¢ao do
procedimento do ring-oven é a evaporagao do solvente no papel de filtro. Neste
sentido, a estabilidade térmica da celulose permite realizar a pré-concentragao

em altas temperaturas a fim de garantir a evaporagéo do solvente.

O carater hidrofilico do papel, devido a presenga de grupos hidroxilas, garante
maior mobilidade das moléculas de agua em toda a extensao do papel. Esse

fendbmeno também é importante para realizagdo do processo de pré-
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concentragao por ring-oven, pois possibilita que o analito seja arrastado

juntamente com o solvente’?.

O sistema proposto por Weisz possibilita a migragdo simultdnea dos analitos
e solventes, a partir do centro do papel, onde a amostra é aplicada, para a regiao
onde ocorre a formagao de um anel do analito concentrado, pela evaporagao do

solvente 77,

O aparato instrumental do ring-oven, apresentado na Figura 5, constituia-se
inicialmente por um bloco cilindrico feito de aluminio com 35 mm de altura e 55
mm de didmetro, com uma cavidade central medindo 22 mm de didmetro. Todo
0 sistema era aquecido por uma resisténcia elétrica. Assim, a temperatura era
controlada através da corrente passada pela resisténcia ligada ao forno. Este

componente foi nomeado como bloco de aquecimento.

L

W
/ =3 4

Figura 5: Desenho esquematico do ring-oven de Weisz, onde: P — pipeta; He U —
blocos de aquecimento e base; L — lampada 7.

Para a adicado da amostra, era utilizada uma micropipeta centrada ao bloco
de aquecimento. O aparato ainda continha uma lampada embaixo do forno para

acompanhar o gotejamento da amostra e a formagao do anel.

Simplificadamente, na ROP, o dispositivo aquece um disco de papel de filtro,
onde a amostra é adicionada gota a gota em seu centro, sendo transportada até

a borda do papel, enquanto o liquido € evaporado. Como consequéncia, o analito

27



€ concentrado na forma de um anel, que pode ser analisado por LIBS 7. Tal
técnica diminui a quantidade de residuos gerados e favorece os principios da

quimica analitica verde "°.

Técnicas de pré-concentracdo como o ring-oven, que necessitam de
pequenas quantidades de amostra merecem atencdo, sobretudo devido a
reducao de residuos gerados, possibilidade de analise quantitativa e qualitativa
de espécies tanto organicas quanto inorganicas, além de sua utilizagao junto as
técnicas microanaliticas e possibilidade de armazenamento de amostras por

periodos de tempo relativamente longos.

Entretanto, com o surgimento de novas técnicas de absor¢cdo e emissao
atébmica, o ring-oven caiu em desuso a partir da década de 1970, apesar de sua
relevancia. Suas aplicagdes ficaram restritas a comparagao de escalas de cores
entre padroes e amostras. Novas possibilidades quanto a sua aplicacdo se
deram com o desenvolvimento de técnicas analiticas multielementares e micro-

analiticas, como a LIBS ou espectroscopia Raman &°.

Atualmente, a ROP tem sido utilizada para a determinacao de ions metalicos,
empregando diferentes técnicas de deteccdo, como a espectroscopia NIRS
(Near InfraRed Spectroscopy) &' e LIBS"882,

Mais recentemente, em 2023, um sistema ring-oven de cobre foi utilizado e
adaptado para fabricagdo de plataformas funcionais pela sintese in-situ de
estruturas metal-organicas (MOF) por pesquisadores chineses. O diferencial
desta aplicacao ¢ a utilizagao de spots definidos no papel de filtro. Assim, ndo ha
formagao de um anel, e sim a concentragao e reacao dos analitos em diversos
spots circulares por meio de canais microfluidicos que os ligam a regido central

de amostragem 83,

Cortez e Pasquini foram os principais responsaveis pelas novas aplicacoes
da técnica. Os autores revisitaram e exploraram a ROP quando aplicada em
LIBS, demonstrando sucesso na aplicagdo proposta devido aos maiores
coeficientes de pré-concentracdo (acima de 250), sem o uso de qualquer
solvente ou reagente . Com o mesmo principio, o novo dispositivo proposto
pelos autores (Figura 6) dispensava o uso da lampada. Além disso, o bloco de

aquecimento passou a ser fixado em uma base de marmore e aquecido por meio
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de uma fita de aquecimento. Ao sistema também foi fixado um termopar que

permitia ajustar a temperatura do forno por meio de um controlador.

2
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Figura 6: Desenho esquematico do ring-oven utilizado por Pasquini, et al 78, sendo: a —
base de marmore; b — tubo capilar; ¢ — corpo do sistema; d — fita de aquecimento; e —
micropipeta; f — termopar.

O acoplamento sinérgico da ROP com a LIBS comegou entdo a ser
explorado em estudos envolvendo a determinagéo simultanea de ions metalicos
como Na, Fe e Cu em amostras de bebidas (cachaga) e combustiveis (etanol)
7882 objetivando a diminuigdo do limite de detecgdo como proposta para conferir

um melhor desempenho da LIBS na analise de metais.

Nota-se que ainda existem diversos fatores a serem aprimorados para
favorecer a unido das técnicas, por isto surge o interesse em desenvolver novos
meétodos quimicos analiticos por meio da sintese de AuNP no substrato de papel
por ring-oven. Tal metodologia foi desenvolvida e estudada inicialmente por Villa,
Pasquini e Poppi em 2017, para aplicagbes em Raman. Dentre os métodos de
acoplamento ROP-SERS propostos pelos autores, o melhor foi utilizado para a
determinacdo de concentragdes fisiologicamente relevantes de adenosina, um

potencial biomarcador de cancer na urina®85,

Entretanto, a unido das técnicas ROP e LIBS por meio da sintese de AUNP

ainda nao foi objeto de nenhum estudo descrito na literatura até os dias atuais.
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Neste contexto, esta pesquisa contempla o desenvolvimento de nova
metodologia analitica abrangendo AuNP, ROP e LIBS em um sistema acoplado
ROP-NELIBS.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Desenvolver e otimizar um sistema ROP para intensificacdo de sinais de
emissao de metais em NELIBS.

2.2. Especificos

- Montagem de um sistema de ring-oven e otimizagdo do procedimento

experimental de pré-concentracao;
- Confecgao de anéis de AUNP em papel de filtro por ring-oven;
- Caracterizagao das particulas sintetizadas por técnicas de microscopia;

- Otimizacgéo dos parametros NELIBS, tais como: energia do laser e tempos de

atraso e integracgao;

- Determinacao e quantificacao de Al, Ba, Cr e Cu.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Solugdes e reagentes

Agua deionizada (Milli-Q system, 18 MQ cm, Millipore, Bruxelas, Bélgica) e
reagentes de grau analitico, incluindo padrbes de metais (1000 mg L),
comercializados pela Merck e Dindmica, foram utilizados para preparo das
solucdes deste trabalho. Solugao aquosa concentrada de acido tetracloroaurico
(HAuCls4, 30% m/m), citrato de sédio (NasCsHs07, 2% m/v), e acido cloridrico
(HCI, 0,01 mol L") foram obtidos da Sigma-Aldrich. Além disso, diferentes tipos

de papéis foram utilizados para a fabricagao dos substratos (Tabela 1).
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Tabela 1: Comparacgao dos tipos e caracteristicas de diferentes substratos celulésicos.
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Substrato Tipo Caracteristicas
A Papel de filtro qualitativo (Quimica Moderna), gramatura: 80 g m?,
Faixa Azul espessura: 205 um, poro: 14 um.

B Papel de filtro (Whatman), gramatura: 94 g m2,
quantitativo 40 espessura: 210 ym, poro: 8 um.

Cc Papel de filtro (Whatman), gramatura: 100 g m?,
quantitativo 42 espessura: 200 ym, poro: 2,5 uym.

D Papel Vergé (Spiral), gramatura: 180 g m, espessura:

822 um.

Todas as vidrarias utilizadas foram lavadas com agua corrente, detergente e
deixados em banho de &cido nitrico (HNO3)10% (Synth) por 24 horas. Apds esse

procedimento, os recipientes foram lavados com agua deionizada e secos a

temperatura ambiente.

3.2.

O sistema LIBS utilizado é apresentado na Figura 7. Este é constituido por
uma fonte de laser Nd:YAG (Brilliant, Quantel) operando no comprimento de

onda de 1064 nm, com frequéncia maxima de pulso do /aser de 20 Hz e duragao

Instrumentacao LIBS

do pulso de 5,0 ns.

Figura 7: Visao frontal do sistema LIBS e seus componentes: 1 — laser; 2 — espelho
dicroico; 3 - lente focal; 4 — porta amostra; 5 — fibra éptica; 6 — controle do /aser.



O pulso de laser é refletido por um espelho dicroico (Ealing Electron-Optics)
posicionado a 45° e entdo focado na superficie da amostra por meio de uma
lente (L1) plano convexa de BK-7 (Thorlabs) de distancia focal de 10 cm e

posicionada acima da amostra.

A plataforma rotatoria de teflon®, utilizada como suporte para a amostra
possibilita sua movimentagao circular, assim como nos planos, X, Y e Z. Tal
caracteristica permitiu variar a distancia entre a lente focalizadora e a amostra,
entre 9,5 cm e 7,0 cm, visando otimizar o processo de amostragem do anel. A
rotacdo da plataforma, foi mantida a 10 rpm e os discos de papel foram nela
posicionados. Esta abordagem permite um acumulo de 120 pulsos de laser em

uma trajetoria circular.

Para melhor fixacdo do papel de filtro no porta amostra, foi confeccionada
uma tampa teflon®, que prendia apenas as bordas do papel, deixando visivel o
anel formado pelo sistema ROP devido sua abertura circular no centro da tampa
(Figura 8). Além da tampa, foi fixada uma agulha no centro do porta amostra.
Deste modo, o anel formado no papel de filtro, com seu centro ja marcado por
um molde, era perfurado por esta agulha, impedindo que houvesse
deslocamento do papel no momento da incidéncia do /aser, garantindo que todos

os pulsos de /laser incidissem no anel.

Figura 8: (a) Anel de AuNPs centralizado no suporte de teflon por uma agulha. (b):
Anel de AuNPs centralizado no suporte de teflon por uma agulha e fixado com a tampa
de teflon.

Duas lentes plano convexas de 25 mm de didmetro e 75 mm de distancia
focal (Thorlabs) foram utilizadas em um sistema conjunto, com 10 cm de
distancia entre as lentes, para coletar a radiacdo emitida pelo plasma, focando-

a na extremidade de uma fibra éptica de diametro interno de 105 ym (Thorlabs).
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Um /aser de alinhamento emitindo radiagéo vermelha (635-650 nm) foi utilizado
para ajustar a distancia focal do coletor de radiacdo em relagdo ao local de
formacédo do plasma. Para aquisicdo do sinal, foi utilizado um policromador
Echelle (Andor Technology) e um detector iCCD (1024 x 1024 pixels, iStar DH
734, Andor Technology).

A energia do /aser foi ajustada na unidade de controle de poténcia e verificada
com um medidor de poténcia (LabMax), sendo este um parametro explorado
durante a otimizacdo das medidas, utilizando o Cu para prova de conceito. O
tempo de atraso para o inicio do registro do espectro (gate delay) e o tempo em
que o sinal é integrado (gate width) foram controlados pelo software do detector

e fixados em 1 us, e ganho do intensificador em 100.

3.3. Sistema Ring-Oven

O sistema de ring-oven construido possui duas partes cilindricas de aluminio
com abertura circular em seu centro. A maior, denominada de corpo ou base do
forno, possui didmetro interno e externo de 2,3 cm e 3,2 cm, respectivamente.
Este corpo é fixado sobre uma placa de granito (13,0 cm x 12,5 cm), na qual
contém uma fita de aquecimento enrolada uniformemente na sua parte externa,
ligada a um dispositivo de controle de temperatura por um termopar tipo
J inserido em um orificio préximo ao topo. A tampa (abertura superior) tem seu
diametro interno ampliado para permitir o encaixe na parte superior do corpo do
forno, sendo responsavel por fixar o papel de filtro no corpo do sistema. Alinhado
ao centro do corpo do ring-oven, foi fixado um suporte para ponteira de
gotejamento de amostra, que é introduzida por um tubo capilar com o auxilio de
uma bomba peristaltica. Assim, o processo permite a formagao completa da gota

antes de atingir o papel.

A Figura 9 mostra o sistema de ROP utilizado, que é similar ao proposto por
Cortez e Pasquini (2013). O sistema de aquecimento é composto pelo termopar,
fita de aquecimento e controlador de temperatura, enquanto o sistema de

gotejamento contempla o tubo capilar e uma ponteira de plastico.
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Sistema de
gotejamento

Bomba peristaltica

Plataforma\{ Sistema de

aquecimento

Figura 9: Esquema da organizagédo e componentes do aparato ROP.

O papel de filtro quantitativo, foi cortado com um didmetro de 3,3 cm, em
cortadora a laser (Visutec, Router VS4040C, 220V), posicionado na superficie
do corpo do sistema ROP sob aquecimento de 110°C e fixado com a tampa. A
ponteira foi posicionada proxima ao centro do papel. Volumes definidos dos
reagentes foram injetados sequencialmente pelo tubo capilar de Teflon®, gota a
gota, de forma automatica, a vazao controlada, por meio de uma bomba

peristaltica (Ismatec, MP-13R).

Os estudos iniciais do sistema ROP foram realizados utilizando-se Cu para
prova de conceito. Neste contexto, solugdes de Cu(ll) em diferentes
concentracdes foram usadas para analisar a viabilidade da técnica, parametros
essenciais, limitacbes e a construcdo de curvas analiticas, entre outros
aspectos. Antes das sinteses de AuNP ocorrerem em ring-oven, anéis de cobre
foram sintetizados no sistema ROP. O corante vermelho de cresol 0,01% (m/v),
foi usado para delimitar a regidao do anel a ser medida, bem como acido
cloridrico 0,01 mol L' para lavagem do papel e carreamento da solugdo de cobre

até a area pré-concentrada.

No presente trabalho, foram propostas modificagées no sistema ring-oven.
Esta adaptacao se deu revestindo as paredes internas do corpo do forno e da
tampa, que ficam em contato com o papel, utilizando dois anéis de Teflon® com

0,6 mm de espessura e 2,2 cm de didmetro, os quais foram chamados de anéis
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de protecédo, pois, deste modo o anel do analito pré-concentrado é formado
antes de alcancar a parede do forno aquecido. Outra modificagcao realizada no
sistema foi a confecgcédo de roscas tanto na parte superior externa do corpo do
ring-oven, quanto na parte interna da tampa do sistema, fazendo com que as
duas partes aquecam de forma mais uniforme. A superficie externa da tampa
que inicialmente era lisa, foi chanfrada para que houvesse maior aderéncia ao

enroscar a tampa na base.

A operacéo do sistema, de forma geral, seguiu as seguintes etapas:

+ O sistema de aquecimento do forno foi ligado e atingiu o equilibrio na
temperatura desejada, que neste trabalho foi uma temperatura de 110 °C.
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+Um disco de papel de filtro de 3,3 centimetros de didmetro foi colocado
entre o corpo e a tampa de aluminio.

*Volumes definidos de amostra foram aspirados de tubos eppendorf usando
a bomba peristaltica.

=\t papel de filtro com uma vazao de 18,5 yL/min.

N
+ As solugdes foram depositadas, sequencialmente, gota a gota, no centro do

+ O papel entéo era removido do sistema e mantido em dessecador até a
realizagdo da medida analitica.

+Apos a deposicao do volume desejado, o papel de filtro foi mantido no
=J/\oN: sistema por cerca de 3 min a fim de garantir sua secagem completa.

:
¥
3
2

3.4. Sintese in situ de AUNP em papel de filtro

Para a sintese in situ, como primeira estratégia (E1) utilizada, os seguintes
reagentes foram sequencialmente injetados no sistema ROP: (1) solugéo de
acido tetracloroaurico, (2) solugéo de acido cloridrico em pH 2, (3) solugao de
citrato de sddio, e (4) solugéo de acido cloridrico em pH 2. Neste procedimento,
as concentracbes de HAuUCls e, os volumes de todos os reagentes injetados

foram variados a fim de se analisar as condi¢cdes 6timas para a sintese.

Simplificadamente, neste caso, ha formacdo de um anel de acido

tetracloroaurico e posterior formacao de um anel de citrato de sddio na mesma




posicdo, em uma temperatura fixa de 110 °C, com o intuito de promover a

reducéo do ouro (lll).

Além da sintese pela injecao sequencial dos reagentes (E1), foi avaliada a
formagao das AUNP em ROP usando outras estratégias, denominadas de E2,
E3 e E4, descritas na Tabela 2:

Tabela 2: Descricao das estratégias 2, 3 e 4 de sintese de AuNP em ring-oven.

Estratégia Descri¢ao do procedimento

Papel de filtro imerso, por 3 minutos, em solugao de citrato de sodio
= 2% ml/v, secagem do papel em estufa por 1 hora a 60°C, com

posterior gotejamento da solugc&o de acido tetracloroaurico e acido

cloridrico no ring-oven;

Deposicéo de 500 pL da solucao de citrato de sédio 2% m/v em

papel de filtro, secagem do papel em estufa por 1 hora a 60°C, com

E3
posterior gotejamento da solugéo de acido tetracloroaurico e acido

cloridrico no ring-oven;

Preparo de uma solugéo unica, proveniente da mistura da solugao
= de citrato de sodio e acido tetracloroaurico (1:1), gotejados no

papel de filtro com o sistema ROP, seguido pela inje¢ao do acido

cloridrico.

Para caracterizar as AuNP, foi utilizado um microscoépio eletronico de
varredura Tescan Mira 3, operando com aceleragdes de voltagem de 5 kV e
10kV. As imagens foram adquiridas em modos de elétrons secundarios (SEI) e
retroespalhados (BEI) com magnificagdes entre 500x e 100kx. As amostras
foram depositadas em fita de carbono em stubs de zinco e metalizadas com

carbono.

3.5.  Curvas analiticas para Al (lll), Ba (Il), Cr (Ill) e Cu (Il)

As curvas analiticas foram feitas a partir das solugcdes padrdao dos metais Al,
Ba, Cr e Cu, com concentragbes de 200, 400, 600 e 800 ug L, utilizando agua
deionizada. As analises foram feitas em triplicada para cada uma das

concentragdes por LIBS.
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Foram comparadas trés alternativas para as concentracdes analisadas, a fim
de avaliar a influéncia da pré-concentracao e a contribuicado das nanoparticulas
de ouro, separadamente. Na primeira, foram depositados 500 yL, com uma
micropipeta, das solug¢des sobre o papel de filtro que estava em suporte de teflon.

Sequentemente os papéis no suporte foram secos em estufa "60°C, por 1 hora.

A segunda alternativa foi a constru¢do da curva analitica apenas com a
técnica de pré-concentragao por ring-oven. Assim, 50 uL de corante vermelho de
cresol foram gotejados no centro do papel de filtro no sistema, permitindo
visualizar a posi¢cao do anel formado. Sequencialmente, 100 uL da solugao
padrao de metais e 100 puL de HCI também foram gotejados no ring-oven. Apos
a secagem das solugdes, e consequente formacao do anel, o papel foi retirado

do sistema, prontos assim para as medidas LIBS.

Por fim, foram preparados anéis utilizando as estratégias 1 € 4 (E1 e E4) de
sintese de AuNP em papel de filtro, seguidos de 100 uL da solugédo padrao nas
concentracdes estudadas, e arraste com 100 uyL HCI. Deste modo, era
sobreposto ao anel das nanoparticulas um anel contendo os ions metalicos

concentrados.

Para a determinagao dos metais de interesse foram monitoradas as linhas de
emissao: Al (111) 396,15 nm; Ba (11) 493,41 nm; Cr (lll) 428,97 nm e Cu (Il) 324,76
nm. As curvas analiticas e demais tratamentos estatisticos foram desenvolvidos

utilizando os softwares OriginPro 9.0 e MatLab.

3.6. Limites de detecgao e quantificacido

Os limites de deteccao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram estimados por
meio das curvas de calibracao e a partir do método estatistico descrito por Miller

& Miller, considerando o erro da regresséo linear 6.

As equacdes 1 e 2 representam as expressdes usadas para determinar LOD
e LOQ:

3Sb
LOD = T Equacéo 1

10 Sb Equacgéo 2
LOQ = T
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onde Sb representa o desvio padréo da regressao linear e b é a sensibilidade da

curva de analitica (coeficiente angular).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Medidas NELIBS

O laser é a unidade mais critica no sistema LIBS, tendo em vista que ele
determina a interagdo da energia radiante com o material da amostra e afeta

diretamente o comportamento do plasma 8’.

Quando NPM estao presentes na superficie da amostra, o plasma formado
€ variavel e, se comparado ao plasma obtido com LIBS convencional, seu

tamanho é maior 3.

O maior tamanho e intensidade do plasma nas amostras contento AuNP

foram observados durante as analises, como apresentado na Figura 10.

Figura 10: Imagem representativa da variacado da intensidade do plasma da LIBS

durante as medidas em papel de filtro (a) sem e (b) com AuNP sintetizadas em ROP.

A formacdo de plasma do material irradiado depende fortemente do
estado de agregacao do material, bem como das caracteristicas do /laser. Foi
demonstrado na literatura 8% que o plasma induzido por /aser é espacialmente
nao homogéneo, ou seja, ocorrem gradientes de energia no espago pelo qual o
plasma se expande devido as diferentes densidades eletronicas das espécies

envolvidas na ablacio.

Outro parametro importante, que relaciona os efeitos causados pela
interacdo do laser com a amostra e evolucdo do plasma, para descrever o

sistema de excitacdo €& a estimativa da irradidncia do pulso do /aser, que é



expressa em unidades de poténcia por area (W cm), como resultado da

equacao 3:

I = nED?
I ar r2a2(m2)?

Equacéo 3
onde: EL (energia do pulso) = 0,2 J, D (didmetro do feixe) = 0,5 cm, f (foco
da lente) = 7,5 cm, A (comprimento de onda do /aser) = 1064 nm, 1. (duragao do

pulso) = 5,0 ns, M? (taxa de propagacéao do feixe) = 6 3.

Neste trabalho, o valor estimado de irradiancia foi de 3,42.10"" W cm?,
justificado pela variagao da distancia focal aplicada ao sistema e sua relagao
com a energia do /aser utilizada. Essas variagdes se deram pela necessidade de
se aumentar o tamanho da cratera formada pela incidéncia do /laser, como
estratégia para garantir que toda a circunferéncia do anel fosse medida,
considerando possiveis desvios de posicionamento e irregularidades do anel.

A distancia entre a plataforma de amostragem e a lente focal foi variada e
fixada como ideal a uma distancia de 7,5 cm. A cratera na distancia focal 6tima
tinha 1,07 mm de didametro, passou a medir 2,15 mm. Neste ponto, foi feito o

estudo da variacéo da energia do /aser incidida sobre a amostra (Figura 11).
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Figura 11: Intensidade do sinal de emissao de Cu(ll) pela variagao da energia do

laser.

Como resultado, um aumento progressivo da intensidade do sinal de

emissdo do analito em fungdo do aumento da energia do pulso do /aser foi
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confirmado, pois ha uma melhor eficiéncia de ablagdo no substrato. A partir de
200 mJ, o incremento na energia do laser ndao representou um aumento
significativo na intensidade do sinal, sendo observados maiores desvios. A
energia do pulso de /aser definida como étima, pela relagao entre a intensidade

de sinal e desvio, foi a de 200 mJ, utilizada para as demais determinacoes.

A irradiancia determinada no ponto focal foi calculada com base nos
parametros de outros trabalhos do grupo de pesquisa, evitando a formacao do
plasma do ar, considerando a distancia focal 6tima em 9,5 cm (determinada pelas
caracteristicas da lente do sistema), e energia de 90 mJ, que resultaram em uma
irradiancia de 9,60.10" W cm?. Uma irradiancia de 1GW/cm= pode ser
considerada como um valor de referéncia, suficiente para formar um plasma de
alta temperatura e alta densidade eletrbnica para diversos materiais (De
Giacomo, et al., 2014). Para Santos Junior e colaboradores (2006) irradiancias
mais elevadas possibilitam a formagéo de plasmas com maiores temperaturas e
consequentemente uma maior dissociagao e ionizagao, ocasionando o aumento

da sensibilidade analitica.

O modo de aquisicao de espectros foi o “integrate on chip”, proposto por
Pasquini e Farias Filho (2016) para quantificagdo do teor de cobre em amostras
de cachaga, cujo sistema alterna entre a abertura e o fechamento do obturador
eletrbnico de forma sincronizada aos pulsos do /aser. Com esta automatizagao,
durante os 120 pulsos de laser, o sinal € coletado e armazenado no chip do
detector, a soma de toda a radiagao durante o periodo de ablacéo forma a leitura
de saida, resultando na formacao de espectros mais intensos, representando um

ganho de sensibilidade.

4.2. Modificacédo do sistema ROP

Durante as medidas, observou-se que o direcionamento da radiacdo do
laser sobre a parte pré-concentrada nao era eficiente, apresentando variagdes
de intensidade de até 60%. Como apresentado nas Figuras 12 (a) e 12 (b), a
formacado de alguns anéis ndo ocorreu de forma simétrica. Este fato pode ser
justificado pela variagdo de temperatura na tampa do ring-oven ou no préprio

corpo dele, quando ha mudanga na temperatura ambiente.
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(@) (b)

Figura 12: Processo de gotejamento para formagao dos anéis. (a): visao lateral; (b):
visao superior.

Observa-se na Figura 12 (a) que na direcao destacada o anel nao foi
formado uniformemente em todos os sentidos da circunferéncia. Por isto, outro
fator a ser considerado ¢é a estrutura do papel de filtro, uma vez que a orientagao
das fibras ndo é regular e o ndo alinhamento em alguma dire¢ao resulta na maior

dificuldade na solugao ser transportada por capilaridade naquele sentido.

A velocidade de gotejamento também foi relevante para que o volume
injetado de todas as solugdes fosse evaporado a medida em que se aproximam
da parede do ring-oven, permitindo a formagdo de um anel simétrico, bem
definido e reprodutivel. Este fator, esta intimamente ligado ao tempo de duragao

da sintese.

Estudos anteriores mostraram que vazbes superiores a 25,0 uyL min-’
faziam com que o anel formado ultrapassasse as paredes do forno gerando uma
fonte de contaminagdo. Quando se adotou uma vazdo de 20,0 pL min™,
aumentava-se o tempo para a finalizagéo da etapa de pré-concentragao, o que
causava maior degradacgao das fibras de celulose pela longa exposi¢ao a alta
temperatura, acarretando também a formagao do anel longe da parede do ring-
oven, pois o liquido evaporava antes de ser transportado até a parede do sistema

pela nova gota 6.

No presente trabalho, tal fato ndo foi observado, pois apesar de ser usada
uma vazao de 18,6 uL min™', as caracteristicas fisicas e a resisténcia mecénica

do papel foram preservadas, sem rigidez ou cortes no mesmo. O volume total de
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solugéo injetada no sistema, variado de acordo com a estratégia de sintese
adotada, bem como a reagao de redugao do ouro in situ, podem justificar esta

diferenca.

As modificacdes realizadas neste trabalho no sistema de ring-oven
utilizado por Pasquini e Farias Filho (2016), sdo evidenciadas na Figura 13 e
foram feitas com o intuito de otimizar o processo de pré-concentragcéo. As setas
amarelas demostram o revestimento com anel de teflon® e as setas vermelhas

apontam a posigcao da confecgao das roscas nas base e tampa do sistema.

Figura 13: Modificagbes realizadas no aparato ROP.

Com a substituicdo da parede de metal pelos anéis de protecao,
confeccionados de teflon®, foram minimizadas as possibilidades de
contaminacao do anel de nanoparticulas com o aluminio, ou outros metais
presentes tanto do corpo, quando da base do sistema. Além disso, como séo
utilizadas solugdes acidas para carregar os analitos até a area de pré-
concentracdo, possibilitando a ocorréncia das reagdes propostas, a utilizagcao

dos anéis de teflon foi uma forma de preservar o sistema de possiveis corrosoes.

A escolha do teflon® como material do anel de protecédo se deu pelo fato
de ser um polimero com alta temperatura de fusao e ser inerte ao entrar em
contato com o acido usado na etapa de lavagem, eliminando dessa forma a
contaminacgao do anel produzido, com metal proveniente da oxidagao da parede

do forno.
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Quando comparados os anéis de nanoparticulas sintetizados em ROP,
antes (Figura 14a) e depois (Figura 14b) das modificagdes feitas (rosca e anéis
de teflon), pode-se observar que a produgdo de anéis ocorreu de forma mais

simétrica, bem definida e reprodutivel, com didametro fixo em 21,6 mm.

(@) (b)
Figura 14: Anéis de AuNP, (a) antes e (b) depois das modificagdes no sistema ROP.

Com a rosca, o sistema foi aquecido de maneira mais uniforme, pois
garantiu maior interagdo entre a tampa e corpo (parte aquecida pela fita de
aquecimento). Além disto, a pressao exercida sobre o papel de filtro, entre a
tampa e o corpo do sistema foi ajustavel. Quanto mais pressionado, menor era
a chance das solugbes injetadas ultrapassarem a area do anel, apesar do
controle da vazao, sendo esta, uma alternativa para atenuar a dificuldade de
transporte dos analitos em determinada direcdo do papel devido a orientagao

irregular das fibras.

O mecanismo da formagao das nanoparticulas, bem como sua interagao
com ions metalicos e grupos hidroxilas da celulose para a sintese em ring-oven
ainda nao foram elucidados. Apesar disto, todo o procedimento de pré-
concentragao foi realizado em meio acido a fim de assegurar a migracao do
analito para a regiao de formagéao do anel, pois, a atragdo que as hidroxilas antes
exerceriam sobre os ions metalicos seria exercida sobre ions H* disponiveis em
abundancia no meio, o que garante melhor mobilidade do analito sobre a

superficie do papel.
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4.3. Fator de pré-concentracao (K)

O fator de pré-concentracéo (K) do ring-oven é expresso pela razao do volume
da amostra a ser pré-concentrada, Vamostra, pelo volume do anel formado no papel

pelo analito de interesse, Varnel.

K = Yemostra Equacgéo 4

Vanet

O volume do anel, Vanel, € encontrado a partir da correlagcédo dos dois cilindros
(raio interno e externo) . O volume de um cilindro é dado por:

V = mr?h, onde r e h representam, respectivamente, o raio da circunferéncia e a
espessura do papel.

Logo o volume do anel € dado por:

Vaner = © (12 — 15, , onde os raios interno e externo do anel produzido no

ring-oven sao: rint € rext, que podem ser observados na Figura 15:

g

Figura 15: Esquema de um anel de AuNP produzido por ring-oven. As setas pretas
indicam os raios externo e interno do anel, usados no calculo do fator de pré-
concentracao (K).

Considerando o diametro externo do anel produzido 22,5 mm, o didmetro
interno de 21,8 mm e a espessura do papel de 0,21 mm, encontra-se que Vanel =
4,62 uL. Logo o valor de K é igual a aproximadamente 22 vezes para um anel
preparado com 100 uL de amostra, considerando que todo o analito foi

transferido para o anel.



4.4. Sintese de AUNP em ROP

Avaliou-se, primeiramente, a possibilidade de migragao das AuNP através
do papel de filtro para formar um anel sobreposto ao anel de cobre no ring-oven
e posterior analise em LIBS. Observou-se a adsor¢cao da suspensao de AuNPs
(20 mg L") no centro do papel de filtro (Figura 16). Mesmo adicionando solugdo
de HCI para lavagem da area interna do anel, objetivando dificultar a interagao e
retencao dos analitos nos sitios da celulose do papel de filtro pela disponibilidade

de protons para os grupos OH-, ndo foi observada migragédo das AuNPs.

-

—

Figura 16: Solugao de AuNP confinadas no centro do papel de filtro, onde foi formado
um anel de cobre pela técnica de ring-oven.

A intensidade do sinal de emissao de cobre nao foi incrementada pelas
AuNPs confirmando a forte interagcdo entre as AuNPs e a celulose, que
resultaram no confinamento no centro do papel de filtro, impedindo a formacéao

e sobreposig¢éo do anel de AuNPs 5.

A primeira estratégia de sintese (E1) foi realizada de acordo com a
proposta descrita por Lobaton Villa (2018). Apesar das adaptagdes realizadas, o
método também consistia primeiramente na formagdo de um anel de acido

tetracloroaurico, sobreposto por outro anel de citrato de sodio®.

Foram comparadas as intensidades de emissdo de Cu (20 mg L") para
duas concentragdes de acido tetracloroaurico, com a inje¢do de HCI ou NaOH

apos o citrato de sédio. De acordo com a ordem de injegao proposta para sintese
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dos anéis, foram utilizados sequencialmente: 100 uL de HAuCls, 150uL de HCI,
100uL NasCsHs07, 250uL HCI/NaOH, 100uL Cu e 100uL HCI.

Na Figura 17, os espectros 1 e 2 representam a concentragao de 3,5 x 10

®mol L' de HAuCl4, enquanto os espectros 3 e 4 equivalem a solugéo de HAuCl4
era 10x mais concentrada (3,53 x 10* mol L"). Quanto ao solvente usado apos
a adicao do citrato, nos espectros 2 e 3 os anéis foram formados com a adi¢gao

de HCl em pH 2,0, enquanto os espectros 1 e 4 com a adigdo de NaOH (pH 11).

500007y 324,76 nm

20 mg L N\

40000

30000

20000

Intensidade (u.a.)

10000

T T T T T T T T T T T T T T 1
3244 3245 3246 3247 3248 3249 3250 3251
Comprimento de onda (nm)

Figura 17: Espectro de emissao de Cu para diferentes condigdes de sintese para a E1
(analise da concentragdo de HAUCl4 e do uso de HCI ou NaOH como meio reacional e
solugdes de lavagem do papel).

Por este estudo, observou-se que o0 espectro 2 apresentou maior
intensidade de emissao. Deste modo, as demais analises foram seguidas com a

concentragéo de 3,53 x 10 mol L' de HAuCl4 e injegao de HCI apds o citrato.

Visando reduzir o volume de reagentes utilizados, e consequentemente,
o tempo de sintese do anel de AuNP, foi estudada a influéncia da variagao do
volume de HCI entre os reagentes injetados no sistema ROP. Neste sentido, o
volume de HCI utilizado apés o HAuCl4 foi identificado como V1, apés NasCsHs07
como V2, e apos a solugdo de Cu (20 mg L") como V3, como mostra a Figura
18.
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Figura 18: Avaliagao do volume de HCI em diferentes etapas da sintese de AuNP.

Como demostrado, nos sistemas de 1 a 5, onde foram avaliados volumes
iguais para todas as etapas, as intensidades de emissao para as condig¢oes 1, 2
e 3 foram as menores, evidenciando que a quantidade de HCI injetado n&o era
suficiente para transportar os analitos e formar o meio reacional adequado para
a sintese. Nos sistemas 6 e 7 foram utilizadas proporcdes diferentes de HCI
durante as etapas, e nos sistemas 8 e 9 foram avaliadas apenas a injecao de

HCIl apds o metal, sem realizagado da sintese de AuNP.

As maiores intensidades de emissao nas condicdes 4, 5 e 7 demostraram
que a etapa critica para o aumento do sinal é a adicado de HCI apds o citrato de
sédio (V2), ou seja, € a etapa em que o volume de HCI é determinante para a
reacao de reducao do ouro, e consequente eficiéncia da sintese de AUNP. Entre
estes trés sistemas ndo foram observadas variagbes significativas de
intensidade, quando considerado os desvios. Neste sentido, foi selecionado o
sistema 7 para sequéncia das analises, pois representou menor volume de

reagente possivel e, consequentemente, menor tempo de pré-concentragao.

As Figuras 19 (a) e 19 (b), mostram as micrografias das AuNP sintetizadas
por este método, visando caracterizar a dimensao do didmetro das particulas

utilizadas.
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Figura 19: Imagens MEV das AuNP sintetizadas pela E1.

Sabe-se que o controle do didmetro e da distribuicdo de nanoparticulas
metalicas utilizadas em LIBS é um parametro importante na intensificagdo do
sinal 8. Nas imagens geradas por MEV é possivel observar que as AuNP
formadas estdo aglomeradas em alguns pontos do anel no papel, ndo sendo
distribuidas de forma uniforme. Tal condi¢do, acrescida da presencga de cristais
de cloreto de sédio (NaCl), impossibilitou a determinagéo do tamanho médio das

nanoparticulas.

Do ponto de vista experimental, foram comparadas as intensidades de
emissdo do Cu (10 mg L' - 324,75 nm) entre a estratégia de sintese de AuUNP

(1), com a sobreposigao de um anel do metal por ring-oven, utilizando 100 uL de
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solugcao, e com a deposic¢ao de 500 uL da solucéo de cobre, seca em estufa por
1 hora, a 60°C. Outras estratégias avaliadas foram: anéis de cobre pré-
concentrados em ROP, e deposicao direta de 500 uL de cobre em papel, secos
em estufa por 1 hora, a 60 °C, sem qualquer procedimento de pré-concentragao.

A regiao de interesse do espectro é apresentada na Figura 20.

25000 —— Anéis de AuNP e Cu
Cu 324,75 nm ~——— Anel AuNP e Cu estufa
10mg L™ —— Anel de Cu
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Figura 20: Avaliacao da intensidade do sinal de emissao para Cu (324,75nm) para
metodologias com e sem a contribuicdo das AuNP e da técnica ROP.

O comportamento espectral resultante das variagcbes nas condigdes
experimentais propostas indica que a utilizacao de nanoparticulas e da pré-
concentragdo em ring-oven sao as mais eficientes para a intensificacédo dos
sinais de emissao da LIBS. Além disso, sua combinagao é sinérgica quanto aos

efeitos de aprimoramento do sinal para cada proposta.

Em comparagdo com a intensidade de emissao de cobre obtida com o
papel de filtro preparado pela deposi¢ao de 500 uL da solugéo o sinal aumentou
1,7x com o0 anel AuNP e a deposic¢ao de 500 uL da solugdo de Cu, 3,1x com o

anel o Cu, e 6,6x com o anel de AuNP e anel de Cu sobreposto.

Utilizando-se das estratégias mais eficientes, foram construidas curvas de

calibragédo, com concentragdes de cobre variando de 1 a 20 mg L™ (Figura 21).
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Figura 21: Curvas analiticas para concentragao de cobre entre 1 e 20 mg L-1,
considerando apenas o efeito de pré-concentragdo em ring-oven, € o efeito da pré-
concentracao adicionado ao efeito NELIBS.

O incremento de sensibilidade foi de 3,5x quando utilizadas as AuNP,
indicando que mesmo que distribuidas de forma n&o homogénea, como
observado nas imagens de microscopia, ha formagdo dos hot spots, e
consequente aumento do campo elétrico na superficie do papel. Observa-se que
em ambas as metodologias foram obtidos desvios de cerca de 10% na
intensidade para a maioria dos pontos, apesar do comportamento linear bem
definido e dos altos valores para os coeficientes de determinagéo.

Para concentracbes menores, os desvios com esta metodologia de
sintese alcancaram cerca de 40%, sendo inviavel para aplicagbes que requerem
baixos limites de detecgao e quantificagéao.

Assim, foram testadas diferentes estratégias de sintese (E2 — E3 — E4),
descritas no tépico 3, para que AuNP fossem formadas de forma mais uniforme
e eficiente. A partir deste momento, além da determinagdo do cobre, foram
avaliadas as intensidades de emissédo dos elementos Al, Ba e Cr, em diferentes
linhas espectrais, a fim de investigar as potencialidades do método.

Em todas as estratégias usadas, a confirmagcdo da formacido das
nanoparticulas se deu visualmente, pois houve a formacdo de anéis bem

definidos de coloracdo roxa bem definidos. Medidas em LIBS também



confirmaram o incremento do sinal analitico, e para exemplificagdo das
diferencas de intensidade dos sinais de emissado sao apresentados na Figura 22

0s espectros das quatro estratégias de sintese para as linhas de emissao de Cr.
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Figura 22: Intensidade de emissdo em fungéo das estratégias de sintese de AUNP
para Cr, em diferentes regides de emissao do analito.

As estratégias 2 e 3 apresentaram menor eficiéncia, além de
necessitarem de tempo mais longo e maior quantidade de reagentes para sua
confecgdo. Por tais motivos, no presente trabalho, estas estratégias nao
continuarao sendo objetos de estudo e otimizagdes. Entretanto, aumentam o

numero de possibilidades de abordagens em pesquisas futuras.

O maior incremento de sinal se deu a partir da sintese de AuNP pela

estratégia 4. Esta, além de propiciar redugao da duragao, reagentes e etapas no
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sistema ROP, proporcionou maior reprodutibilidade dos anéis, principalmente

quando comparados aos formados pela E1.

Assim, para definicdo da estratégia de sintese mais eficiente na
determinacdo multielementar, E1 e E4 foram comparadas (Figura 23) pelas

intensidades dos sinais de emissao de Al, Ba, Cre Cu (10 mg L™).
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Figura 23: Intensidade de emissao para: (a) Al, (b) Ba, (c) Cr, e (d) Cu, de acordo com
as estratégias 1 e 4 de sintese de AuNP.

Para todos os analitos foi confirmada maior intensidade de emissao para
a estratégia de sintese 4. Apesar de terem sido avaliadas diferentes linhas de
emissao, apenas as de maior intensidade serao usadas para construgcéo das

curvas de calibragao.



A Figura 24 representa, em maior escala, a nitida formagado de um anel
roxo, em contraste com um anel sem a utilizagao da solugao do precursor metalico

de ouro para a E4.

Sem

AUNP\\\
AN
AN

e Com
AuNP

Figura 24: Comparagao dos anéis formados com e sem AuNP

Mesmo sem agitagdo e aquecimento, observou-se primeiramente a
coloracédo da solugdo de HAuCls mudar de amarelo claro para uma solugao
transparente imediatamente apds a adicdo do agente redutor, que se mantinha
estavel. Apds a injegao gota-a-gota no sistema ROP, a medida que a solugao da
mistura se aproximava do corpo aquecido do ring-oven, foi possivel observar a
formagao do anel de coloragao roxa, um indicativo visual da presenga de AuNP,
uma vez que para o método tradicional de formacédo da suspensao coloidal de
ouro, observa-se mudancga na coloragao da mistura apos ~5 minutos de agitagao
e aquecimento, passando do amarelo caracteristico do HAuCls para o

vermelho/roxo 92,

Entretanto, apesar da eficiéncia da metodologia na intensificagdo de sinais
de LIBS e da indicagao visual da presenca de AuNP, a analise por MEV desta
sintese nao foi esclarecedora. Com a microscopia realizada nao foram
encontradas nanoparticulas representativas para caracterizagao do sistema, o

que pode ser justificado pela estratégia de sintese.

Antes da injecdo dos reagentes no sistema ROP, nas concentragbes
estudadas, a solucdo do agente redutor (citrato de sédio) era vertida

completamente sobre a solugdo de ouro.

Besenhard et al. 2018 em pesquisa sobre o efeito do transporte de massa
na sintese de AgNP e AuNP avaliaram quatro diferentes condi¢gbes de sintese,

mantendo as concentragdes constantes. Simplificadamente, foram investigadas
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a adigao da solugao do agente redutor concentrado a solugéo diluida do metal
de forma a) lenta e b) rapida, além da adigdo da solugdo concentrada de
precursor metalico a solugdo diluida do agente redutor de forma c) lenta e d)

rapida 3.

Considerando as AuNPs, para a adi¢céo lenta e rapida do agente redutor
a solucdo metalica, o tamanho da particula foi de 18,0 £ 4,8 e 13,1 £ 2,2 nm,
respectivamente. Ao inverter a ordem da adigdo dos reagentes, o tamanho médio
das AuNP foi de 16,3 = 3,3 e 16,2 £ 2,1 nm para as condi¢des lenta e rapida,
respectivamente. Assim, em ambos os casos, as menores NPM foram obtidas
pela adi¢cao rapida do reagente redutor a solugado contendo o precursor metalico,
como realizado na estratégia 4 de sintese deste trabalho. Os autores mostraram
que particulas com menor polidispersidade foram obtidas pela mistura rapida dos
reagentes, devido a separagdo mais nitida entre as etapas de nucleagédo e
crescimento. Os resultados para estes sistemas destacam a importancia da
transferéncia de massa na determinag¢ao do tamanho na sintese de AuNP, e a

necessidade de maiores investigagdes .

Baseado nesta discussao, acredita-se que foram formadas nanoparticulas
muito pequenas que podem estar imobilizadas entre das fibras do papel de filtro,
sendo necessario técnicas de caracterizagao especificas e mais sensiveis para

definir sua forma e tamanho.

4.5. Avaliacio do substrato

A transferéncia da solucdo para o papel deve garantir uma distribuigao
uniforme dos analitos no substrato. Os sinais de emissdao destes analitos
aumentam a medida em que volumes maiores de amostra sdo depositados,
refletindo em uma maior taxa de pré-concentragdao, como também demonstrado

por Cortez e Pasquini (2013).78 .

Apesar deste aumento na sensibilidade, maiores volumes depositados
acarretaram prejuizos quanto ao tempo de preparo, e saturagdo do papel na
regidao de pré-concentragdo, permitindo com que os reagentes ultrapassassem

os limites do anel de nanoparticulas. Esses parametros também estdo
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relacionados diretamente com caracteristicas do papel, como espessura,

gramatura e porosidade, além dos processos de tratamento e branqueamento

dos mesmos.

Ainda que a eficiéncia do método tenha sido demonstrada, foi observado

que, principalmente para a determinacao de Al, o branco analitico ja apresenta

alta intensidade de sinal. Assim, visando otimizar a E4 de sintese de AuNP,

foram avaliadas estratégias de descontaminacédo do papel antes e depois das

sinteses em ring-oven, bem como as intensidades de emissdo dos metais de

interesse em diferentes tipos de substratos celulésicos.

Primeiramente, os perfis de distribuicdo da amostra liquida gotejada no papel

foram avaliados nos diferentes substratos (papéis com caracteristicas distintas,

apresentados na Tabela 1, no tépico 3.1), assim como a eficiéncia do mesmo na

formacgao das nanoparticulas na regido do anel, de acordo com as intensidades do

sinal de emissao de interesse, como apresentados na Figura 25.
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Figura 1: Intensidade de emissdo em funcao dos tipos de papéis, para:

(a) Al, (b) Ba, (c) Cr, (d) Cu.
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O papel Vergé, apesar da sua pouca utilizagao para fins analiticos, foi
avaliado a fim de se investigar a fluidez das solugdes, por capilaridade, e a
resisténcia quanto a temperatura do RO, devido sua maior espessura. Durante
as medidas em LIBS, observou-se um plasma de forte coloragédo alaranjada.
Ainda que a molhabilidade do papel fosse eficiente para a difusao dos reagentes,
sua matriz ja continha todos os elementos investigados e, somado aos erros, nao
apresentaram diferengas significativas entre o branco analitico e as medidas com
AuNP.

Observa-se na Figura 26 um perfil espectral bem distinto dos demais
papéis utilizados, onde houve a saturagdo dos sinais em alguns comprimentos

de onda.
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Figura 26: Comparagao do perfil espectral dos papéis avaliados na regido espectral de
emissao do Al.

Os substratos de menor gramatura sao geralmente mais porosos, dessa
forma mais nanoparticulas ficam retidas entre as suas fibras. De acordo com a
literatura, as superficies porosas apresentam maior teor de NPM devido a maior

absorcao de ions metalicos %.

A hipotese levantada por Araya-Hermosilla e colaboradores (2023), é a de
que maior porosidade aumentara a formacao de pontos de nucleagao para
formagdo das nanoparticulas, e assim aumentara as chances de sua

aglomeracgédo nas fibras %. Entretanto, para este trabalho a maior porosidade
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também representa uma maior dificuldade na mobilizacido das solugcbes por

capilaridade, o que justifica a inviabilidade de se usar papéis como linho e sulfite.

Dentre os papéis avaliados, o papel de filtro qualitativo faixa azul foi o de
menor gramatura. Acredita-se que o maior aumento do campo elétrico das AuNP
em sua superficie, corroborado pelas diferentes formas de agregacéao,
justifiguem intensidades e erros maiores em alguns casos. Porém, sua utilizagédo
torna-se inviavel a medida em que a incidéncia do /aser é capaz de perfurar todo

0 papel, rasgando-o.

Considerando a sutil diferenga nas caracteristicas dos papéis de filtro
quantitativos Whatman 40 e 42, observou-se que as maiores intensidades de
emissao para os elementos avaliados e menores sinais para o branco foram
obtidas com o papel Whatman 40. Por isto, a avaliagdo das estratégias de
lavagem de papel foi realizada com ele. O perfil do espectro LIBS para o papel

Whatman 40 é apresentado na Figura 27.
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Figura 27: Espectro LIBS do papel de filtro quantitativo Whatman 40.

Neste espectro pode-se observar algumas linhas de emissdo mais
intensas, especialmente na regido entre 380 e 420 nm. Estas, sao caracteristicas

dos metais utilizados nos processos de tratamento dos papéis, como Ca I
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(393,36 € 396,85 nm); Ca | (422,67 nm); K1(766,48 e 769,89 nm); Na | (588,99
e 589,59 nm) e Mg | (383,93 nm).
Apesar de menos intensa que as citadas acima, as regides de emisséo de Al
também se apresentam significativas. Por isso foram propostas lavagens do papel
com: H20, HNO3 (10% v/v) e NaOH (5% m/v) (Figura 28).

(a) (b)
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300004 Il Apds RO Il Antes do RO
I Antes do RO 40004 Ba 493,41nm
25000 - Al 396,15nm 35
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Sem lavagem H,0 (5 min) HNO, (5 min) NaOH (5 min) Sem lavagem H,0 (5 min) HNO; (5 min) NaOH (5 min)
Metodologias de lavagem de papel Metodologias de lavagem de papeis
(c) (d)
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Sem lavagem H,0 (5 min) HNO, (5min) ~ NaOH (5 min)
Metodologias de lavagem Metodologias de lavagem de papel

Figura 2: Intensidade de emissdo em fungcado das medidas no papel Whatman 40sem e com
as metodologias de lavagem para: (a) Al, (b) Ba, (c) Cr, (d) Cu.

Em suma, as estratégias de lavagem indicaram maior intensidade de sinal de

emissao para os pares Al e Cr / Ba e Cu, quando utilizados H20 ou NaOH,

respectivamente.

Além de menos eficiente, a lavagem com HNO3 fez com que se formasse
uma mancha amarelara na regidao das bordas do papel de filtro onde ha contato
direto entre o substrato e o RO. Ja na lavagem com NaOH, os resultados de
intensidade mais intensos também ocasionaram perfuragées no papel com a

incidéncia do /aser. A integridade do papel foi mantida com a utilizagdo de H20.



Tais resultados indicam a necessidade de avaliar mudancas nos
procedimentos de lavagem, como por exemplo o tempo e a concentragédo para

HNO3s e NaOH, ou aquisigdo de papéis com maior grau de pureza.

4.6. Otimizacao da estratégia 4 de sintese de AuNP

Foram feitas otimizacdes quanto a concentracdo de HAuCls, proporgao do
volume das solugdes da mistura NazCeHsO7 :HAuUCls ( 7,8x102 mol L':5,53x10
mol L' ) e volume de &cido (HCI 0,01 mol L") inserido no sistema de ring-oven

para os ions metalicos Al, Ba, Cre Cu (10 mg L™").

4.6.1. Concentracao de HAuCls4

Visando continuar com as otimizagdes da nova estratégia de sintese,
considerando o papel lavado em H20 antes da ROP, foram avaliadas as
intensidades de emissao dos metais (Al, Ba, Cr e Cu) em fungao da concentragao

de HAuCl4, nas medidas NELIBS, como mostra a Figura 29.

| —=—Al—e—Ba—4—Cr—v Cu|
60000 T T T T T T T

50000 1

40000 1

30000 -

20000

Intensidade (u.a.)

10000

T T T T T T T
3,53 x 10 3,53 x 10 3,53 x 10 1,0 x 10
Concentragao HAuCI, (mol L")

Figura 29: Intensidade de emissdo em fungao da concentracdo de HAuCl, usada para
preparo da mistura citrato:Au utilizada na E4.
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De forma contraria a resposta observada na E1, o estudo da concentracao
do precursor metdlico para a melhor sintese de AuNP foi 3,53 x 10* mol L' de
HAuCls . Entretanto, a distribuicdo das nanoparticulas homogeneamente ou nao,
assim como tamanho médio e forma podem justificar os desvios das medidas .
Portanto, garantir as condigdes ideias na analise € fundamental para se alcangar
menores LOD e LOQ.

Variadas concentragcdes de ouro representam diferentes densidades de
NP no substrato. Em elevadas densidades, ocorre a agregagao destas, o que
diminui o acoplamento do campo eletromagnético do pulso de laser com o campo
elétrico oscilante das AuNP, produzindo um sinal de emissao inferior ao esperado
97, Tal relagdo pode justificar a menor intensidade de emissdo para todos os

analitos na maior concentracao estudada.

4.6.2. Proporcéo da mistura NazCeHs07 :HAUCI4

A relacao entre a concentragao/propor¢cao do precursor metalico e do
agente redutor também é relevante para definicdo das caracteristicas das AuNP,

especialmente a forma e tamanho %7.

Para sistemas coloidais, estudos que apresentam em comum a utilizagao
de altas concentracdes de citrato, demonstram existir altas taxas de nucleacao
e baixas taxas de crescimento, favorecendo a formacéo de pequenas particulas
esféricas com didmetros menores que 15 nm. Em condi¢gbes opostas, com a
baixa concentracdo de citrato, pode ndo ser possivel a manutencdo da
estabilidade dos nucleos, ja que o agente redutor também atua como agente

estabilizador 649899,

A avaliagao da proporcao citrato:Au, em termos de volume, da mistura
utilizada na E4 de sintese de AuNP foi realizada a fim de descobrir a melhor
condigao para o sistema, onde ocorresse maior taxa de redugédo do ouro, como
apresentado na Figura 30. Para este estudo foi considerada a concentragao
otima de HAuUCIs (3,53x10), avaliada no tépico 4.7.1.
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Figura 30: Intensidade de emissdo em funcao da proporgao de volume de Naz;CgHs07
:HAuCl4, nas concentragdes de 7,8x102 e 5,53x10* mol L', respectivamente.

Com as concentracbes utilizadas neste trabalho, observou-se que o
excesso de citrato contribuiu para estabilizagdo das particulas e,
consequentemente, para maior intensidade dos sinais de emissdo. A condi¢cao
6tima obtida para todos os analitos se deu igualando o volume do citrato de sédio

ao volume do precursor metalico (1:1), correspondente a razao molar de 141:1.

Utilizando temperaturas de 75 °C e 85 °C, e concentracdes de proporgao
citrato:Au equivalente a 10:1, Polte e colaboradores demonstraram que a etapa
de redugao ¢ lenta e o estado de oxidagao do ouro varia de 3 a 0, mesmo com
acréscimo da concentracao inicial do precursor metalico de 1,5 vezes. Os
autores sintetizaram AuNP em um capilar de quartzo e acompanharam a
evolugdo temporal do sistema por espalhamento de raios-X a baixo angulo (do
inglés, small angle X-ray scattering, SAXS) e espectroscopia de absorgcao de
raio-X proximo a borda (do inglés, X-ray absorption near edge spectroscopy,
XANES). Por SAXS, foi comprovado que primeiramente ha uma etapa rapida de
nucleagao formando particulas de aproximadamente 2 nm e que os nucleos

cresceram lentamente no periodo de 20 a 50 minutos 8,
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Pei et al., investigaram a sintese e estabilidade de nanofios apenas
variando a proporg¢ao citrato:Au, a temperatura reacional constante de 80 °C. Os
nanofios foram formados quando se utilizou baixa concentragdo de citrato. Para

a proposta dos autores, a proporgdo 6tima para formacao de fios foi de 0,2 6.

A evolucdo temporal da intensidade de emisséo a partir da mistura dos
reagentes até o inicio da sintese em ROP foi investigada. Considerou-se a
injecao imediata no sistema ring-oven, apds o preparo da solugao citrato/Au,
como tempo = 0 minutos. A mesma relagao foi estudada nos intervalos de tempo

de 30, 60 e 90 minutos. O resultado é apresentado na Figura 31.

| —= Al Ba—4Cr v Cu|

80000

60000

40000

Intensidade (u.a.)

20000

Tempo de estabilizagao da mistura Na,C,H.O, : HAuCl, (min)

Figura 31: Intensidade de emissdo em fung¢ao da evolugao temporal entre o preparo da
solugdo citrato:Au e o inicio da sintese em ring-oven.

A Figura 31 mostrou que maior intensidade dos sinais de emissao foi
obtida no momento em que a sintese é feita imediatamente apds a preparagao
da solugao citrato/Au (1:1). A diminuicao da intensidade foi de até 25x quando
comparados os pontos em t=0 e t=30 minutos. Nos demais tempos apos 30 min,
a intensidade do sinal se manteve constante para Al, Ba e Cu, e, uma queda
significativa foi observada em 90 minutos para o sinal de emissao de Cr. Este
resultado mostra que as AuNP sdo formadas antes do inicio do processo de

producao do anel, devendo ficar no centro do papel, onde a solugéo é gotejada.

63



64

4.6.3. Volume de HCI

Com a redugao de uma das etapas de sintese, se comparadas as estratégias
1 e 4, ressurgiu a necessidade de se avaliar o volume ideal de HCI no sistema. Neste
novo estudo foi variado o volume de acido inserido apés a solugéo citrato/Au em ROP.

As medidas foram realizadas a cada 100 uL, no intervalo entre 50 e 350 uL da solugao

de HCI (0,01 mol L'1), conforme Figura 32.

‘+AI—0—Ba—A—Cr—v—Cu
100000 T T T T T T T

80000

60000

40000

Intensidade (u.a.)

20000

50 ' 150 ' 250 ' 350
Volume de HCI (mL)

Figura 32: Intensidade de emissdo em fungdo do volume de HCI (0,01 mol L")
adicionado apés a injecao da mistura citrato:Au no sistema ROP.

Observou-se que os sinais de emissdo de todos os analitos em 50 pL
tiveram suas intensidades no minimo dobradas, quando acrescido 100 uL de
HCI. Para Ba, Cr e Cu, nota-se que entre 150 e 250 uL houve uma diminuigao

da intensidade média dos sinais analiticos.

Avaliando o sistema na regidao de emissao do Al, as médias dos valores
obtidos pelos anéis sintetizados com os volumes de 150 e 250 pyL n&o foram
estatisticamente diferentes. Entretanto, um acréscimo aproximado de 15% da
intensidade do sinal comparando-se as intensidades nos volumes de 150 e 350
pL foi obtido.



Os espectros nas regides de emissao de Al e Cr, exemplificam e elucidam

esta discussao, sendo apresentados nas Figuras 33 (a) e (b).
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Figura 33: Intensidade de emissao em funcado do volume de HCI para lavagem na (a)
regiao espectral do Al e (b) regido espectral do Cr.

Apesar deste resultado, considerando a melhor condi¢do multielementar,

0 menor consumo de reagentes e o tempo de duragédo do processo de sintese,

entende-se que o volume de 150 pL é suficiente para formacgao eficaz de AuNP



4.7. Caracterizacdo das AuNP

O resultado da caracterizagao das AuNP por MEV pode ser observado
nas Figura 34 (a), (b) e (c).

(b)

! MIRAS TESCAN

1 -

THILO dara

Figura 34: Imagem de Microscopia Eletrénica de Varredura da superficie do anel
formado em papel de filiro por ROP, ap6s metalizagdo com carbono com (a) 1um,
adquirida em 133kx; (b) 5um, adquirida com 40kx e (c) 1Tmm, adquirida em 133x.
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Com as imagens de microscopia foi possivel identificar as nanoparticulas
de ouro sintetizadas in situ em papel de filtro, pela estratégia 4 (E4), e inferir

sobre sua morfologia (esféricas) e tamanho aproximado (20-30nm).

As Figuras 34 (a) e (b) também confirmaram que as nanoparticulas
formadas estdo impregnadas ndo somente nas fibras superficiais da celulose e
que, em sua maioria, nao se encontram aglomeradas. Também se observa na
regido mais clara da Figura 34 (c) o caminho formado com as nanoparticulas,

sendo correspondente a regido do anel formado com a técnica de ring oven.

4.8. Curvas analiticas e figuras de mérito

Com o método de sintese de AuNP proposto, foram construidas curvas
de calibragéo para Al, Ba, Cr e Cu, na faixa entre 0,2 e 0,8 mg L', representadas
na Figura 35. Nestas, podem ser comparadas as intensidades dos sinais NELIBS

e LIBS com ou sem concentragao do analito em ring-oven.
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Figura 35: Curvas de calibracao para: (a) Al, (b) Ba, (c) Cr, e (d) Cu, obtidas com
medidas ROP-NELIBS (preto), ROP-LIBS (roxo) e LIBS (verde).

Nas curvas observa-se que maiores coeficientes angulares foram obtidos
quando os analitos foram concentrados em ROP sob a sintese de AuNP e

analisados em LIBS, confirmando a sinergia das técnicas usadas neste trabalho.

Aumentos de sensibilidade de até 10x sdo observados quando a
metodologia ROP-NELIBS é comparada a deposigao direta dos analitos em
papel de filtro. Esta diferenga se torna ainda mais significativa pelo fato de ser

utilizado um volume de amostra 5x menor.

Na Tabela 3 estdo expressos os parametros analiticos: coeficiente de
determinacao (R?), limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ),

obtidos pelas curvas analiticas.

Tabela 3: Pardmetros analiticos obtidos para as curvas analiticas de Al (ll), Ba (lll), Cr

(Ily e Cu (II).

Al
Método ROP-NELIBS ROP-LIBS LIBS
R2 0,990 0,994 0,854
LOD 0,073 0,11 0,49
LOQ 0,24 0,35 1,6
Ba
Método ROP-NELIBS ROP-LIBS LIBS
R? 0,997 0,970 0,958
LOD 0,051 0,35 0,71
LOQ 0,17 1,2 24
Cr
Método ROP-NELIBS ROP-LIBS LIBS
R2 0,995 0,991 0,855
LOD 0,11 0,36 1,4
LOQ 0,36 1,2 4,5
Cu
Método ROP-NELIBS ROP-LIBS LIBS
R2 0,998 0,944 0,660
LOD 0,14 1,1 3,9
LOQ 0,48 3,6 13

*LOD e LOQ expressos em ug L.



Neste trabalho, os piores coeficientes de determinagéo (Cu: 0,660 e Al:
0,854) foram obtidos nas medidas sem AuNP e ROP, como mostra a Tabela 3.
Com a sintese de AuNP e o uso da ROP, foi possivel alcangar limites de detecgao
variando de 0,051 a 0,14 ug L', sendo o mais baixo determinado para Ba e o
mais alto para Cu. Ao considerar apenas o ROP, a faixa de detecgao foi de 0,11
ug L' para Al a 1,1 ug L' para Cu. Sem a incorporagéo de AuNP e o uso do
ROP, a faixa se estendeu de 0,489 a 3,9 ug L', onde Al e Cu continuaram

representando a melhor e pior resposta, respectivamente.

Os ions Al, Cr e Cu também foram determinados em o6leos de motor
usados na pesquisa de Pavel Yaroshchyk, et al ®°. Os autores utilizaram
substratos de papel como suporte e avaliaram a melhora do sinal de emissao
utilizando a LIBS de pulso unico e pulso duplo. Em seus melhores resultados

foram obtidos LOD de 4 mg L™ para Al, 12 mg L' para Cre 1 mg L-" para Cu.

Melhores LOD foram obtidos para os mesmos ions no trabalho de Junior,
et al.'® utilizando microextragdo dispersiva em fase sélida (DUSPE) no
desenvolvimento de um método analitico combinado com a LIBS, aplicados em
materiais de referéncia certificados de agua potavel, subterrédneas e residuais.
Os autores imobilizaram os metais, contendo 6xido de grafeno, em filmes de
agarose € membranas de ésteres de celulose. Para as duas metodologias foram
construidas curvas de calibragio nas faixas lineares entre 200 e 500 ug L-'e 200
e 700 ug L, respectivamente. Os LOD obtidos foram de 4 ug L' para Al; 0,6
para Cr e 2 ug L' para Cu quando imobilizados na membrana e, 3 ug L"; 7 ug

L' e 0,3 ug L' para imobilizagao nos filmes de agarose.

Em 2023, Silva e Raimundo'®' desenvolveram um método simples e
eficiente para a determinagdo de ions incrustados em agua produzida em
campos petroliferos usando LIBS e papel de filtro como substrato para as
amostras de agua. Dentre os ions avaliados, destaca-se o Ba, cuja faixa linear
estudada foi de 40 a 80 mg L. Para tal, os LOD e LOQ encontrados foram 10,7

e 35,5 mg L, respectivamente.

Comparando os resultados dos estudos citados com os obtidos neste
trabalho, para todos os ions, foram obtidos menores LOD e LOQ. Demonstrou-

se que com a utilizacdo da ROP e NELIBS ha viabilidade de aplicacéo da técnica
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para diversos seguimentos que requerem controle rigoroso das concentragdes
de metais, como na analise de agua usada em processos de dialise, para

industria farmacéutica e monitoramento ambiental.

A resolugdo - RDC N° 154, de 15 de junho de 2004, estabelece o
Regulamento Técnico da ANVISA para o funcionamento dos servigos de dialise,
considerando a necessidade de reducdo dos riscos aos quais fica exposto o
paciente que se submete ao tratamento %2, Nesta, dentre os componentes
analisados que determinam o padréo ideal para a agua tratada utilizada para
preparo da solugao para dialise, estdo os metais analisados neste trabalho. Para
Ba e Cu, os valores maximos permitidos sdo de 0,1 mg L', enquanto para Cr e

Al, os limites sdo reduzidos a 0,014 e 0,01 mg L™, respectivamente.

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram o potencial da técnica
para essa aplicacao, pois os LOD e LOQ determinados para estes analitos estao

em concordancia com os exigidos legalmente.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados evidenciaram avangos consideraveis no aumento de
sensibilidade de sinais de emissdo, quando acopladas a técnica de pré-

concentragao por ring-oven e NELIBS.

Primeiramente, as modificacdes realizadas no aparato do ring-oven
aceleraram o processo de pré-concentracdo, especialmente pela maior
homogeneidade de aquecimento quando confeccionadas roscas na base e
tampa da ROP. Ademais, os anéis produzidos com o aparato modificado sao

mais bem definidos e reprodutiveis.

Nanoparticulas de ouro foram sintetizadas por quatro procedimentos
distintos empregando o sistema ROP, que apresentaram diferentes capacidades
de intensificagado do sinal LIBS. As maiores intensidades para determinacéao dos
elementos Al, Ba, Cr e Cu foram alcangadas pela estratégia 4 (E4), quando uma
solucao unica, obtida a partir da mistura do agente redutor (citrato de sédio) com
o precursor metalico (acido tetracloroaurico), em mesmas proporgdes de volume

(1:1), foram injetas gota a gota no sistema ROP sob aquecimento.

A concentracdo 6tima de HAuCls estudada para os procedimentos de
sintese mais eficientes, demonstrou diferentes resultados quanto as condicbes
otimas. Acredita-se que as variagdes se deram por diferengas no processo de
nucleacdo de formacdo das nanoparticulas que, consequentemente,
representam diferencas na formacdo do campo elétrico na superficie das

particulas, pelas possibilidades de serem formadas com diferentes tamanhos.

A técnica de caracterizagao empregada (MEV) permitiu concluir que, por
meio da E4, foram sintetizadas nanoparticulas de ouro esféricas, medindo entre
20 e 30 nm.

Por sua vez, foram investigados diferentes tipos de substratos celuldsicos
e estratégias de lavagem visando obter uma diminui¢do do sinal de emissédo do
branco analitico, principalmente para Al. O papel de filtro Whatman 40 mostrou
ser o melhor substrato para o método proposto, devido as suas caracteristicas,
como a porosidade. Apesar do menor desvio das intensidades com as

estratégias de lavagem, comparado as medidas sem limpeza, nao foi possivel
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determinar com clareza um procedimento eficiente para todos os analitos
utilizados. Tal fato confirma a necessidade de mais estudos e/ou o emprego de

papeis de pureza maior.

Em suma, o acoplamento ROP-NELIBS, proposto pela primeira vez neste
trabalho, foi responsavel pela melhora na sensibilidade dos sinais de emissao
em até 10,6 vezes, confirmados por baixos limites de deteccado, em niveis de
sub-ppm. Tais resultados sao potenciais para diversas aplicagdes, incluindo
monitoramento ambiental e controle de parametros para aguas utilizadas em

processos de dialise.

Considera-se por fim, que muitos fatores (influéncia dos aglomerados,
cinética, hot spots etc.) devem ser investigados para aprimoramento de sinais de
emissdo NELIBS, reforcando a necessidade de pesquisas focadas no
conhecimento dos fenébmenos envolvidos no processo de sinteses e disposi¢cao
das particulas no substrato, bem como no processo de ablagéo a /laser. Quanto
a técnica de pré-concentragao por ring-oven espera-se que suas potencialidades
sejam exploradas em mais estudos, pois provou ser uma estratégia simples e
eficiente tanto para concentracdo de analitos, quanto para formacdo de

nanoparticulas.
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