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RESUMO

Os nanomateriais luminescentes vém atuando no desenvolvimento de termémetros
gue apresentam alta sensibilidade, medicdo ndo invasiva e ampla faixa de deteccéo.
Nessa perspectiva, o presente trabalho buscou desenvolver nanoparticulas lumines-
centes de carbono (Carbon Dots/CDs) e produzir um filme fluorescente baseado nos
CDs para avaliar seu potencial como sensor térmico e agente antioxidante. Para tan-
to, as NPs foram sintetizadas a partir do extrato aquoso do bagaco de lim&o por um
meétodo simples e rapido via micro-ondas e o filme polimérico foi produzido incorpo-
rando os CDs em PVA (Poli alcool vinilico). Os Carbon Dots obtidos (CD-L) foram
caracterizados utilizando as técnicas HRMET, FTIR, UV-VIS e PL. As imagens de
HRTM mostraram que o CD-L possui formato esférico e tamanho inferior a 10 nm,
com distribuicdo média de 2,47 = 0,47 nm. O FTIR indicou a presenca de grupos O-
H, C-H, C=0, C=C e C-N na superficie do CD-L, caracteristicos dos grupos presen-
tes na composicéo do limao. O espectro de UV-Vis demonstrou picos de absorc¢des
associados as transicoes eletrénicas m - m * (C=C) e n - m *(C=0/C-N) do nucleo
grafitico e dos grupos superficiais do CD-L. Por meio da PL, foi constatada a forte
fluorescéncia do CD-L na regido do azul (446 nm), independente da excitacdo. A
fotoestabilidade do material também foi avaliada durante 60 min, sob excitagdo UV
continua de 330 nm, e a intensidade de emissdo praticamente ndo foi alterada. O
rendimento quantico do CD-L foi calculado, usando como referéncia o sulfato de
quinina, e apresentou RQ= 10%. Ademais, a atividade antioxidante do CD-L foi es-

tudada utilizando HOCI e 02°-, porém apresentou maior potencial de eliminacéo nos

testes de HOCI, demonstrando ser eficiente na captura de espécies reativas de oxi-
génio de importancia biolégica. Em contato com células de fibroblastos de pele hu-
mana nao tumoral (HFF-1), o CD-L apresentou baixa citotoxicidade, mantendo a vi-
abilidade celular acima de 85% em concentragbes de até 1000 pg/mL. Por fim, o
filme fluorescente produzido (Film-L) conseguiu manter as propriedades luminescen-
tes do CD-L e apresenta potencial para ser aplicado como sensor térmico, o qual
possui sensibilidade térmica relativa maxima de 2,69% K 1 a 333 K e estabilidade

para ser usado em varios ciclos.

Palavras-chave: Carbon Dots, biomassa, antioxidante, nanotermémetro, filme.



ABSTRACT

Luminescent nanomaterials have been actively involved in the development of ther-
mometers with high sensitivity, non-invasive measurement, and a wide detection
range. In this study, we aimed to develop luminescent carbon nanoparticles (Carbon
Dots/CDs) and create a fluorescent film based on CDs to assess their potential as a
thermal sensor and antioxidant agent. To achieve this, the NPs were synthesized
from the aqueous extract of lemon pomace using a simple and rapid microwave-
assisted method, and the polymeric film was produced by incorporating the CDs in
PVA (Polyvinyl alcohol). The resulting Carbon Dots (CD-L) were characterized using
HRMET, FTIR, UV-VIS, and PL techniques. HRTEM images demonstrated that CD-L
exhibited a spherical shape with a size of less than 10 nm, showing an average dis-
tribution of 2.47 £ 0.47 nm. FTIR analysis indicated the presence of O-H, C-H, C=0,
C=C, and C-N groups on the surface of CD-L, which are characteristic of the groups
present in the lemon's composition. The UV-Vis spectrum revealed absorption peaks
associated with the electronic transitions 1 - 11 * (C=C) and n - 1 *(C=0/C-N) of the
graphitic core and surface groups of CD-L. PL analysis demonstrated strong fluores-
cence of CD-L in the blue region (446 nm), regardless of the excitation source. The
material's photostability was also evaluated by continuous UV excitation at 330 nm
for 60 minutes, and the emission intensity remained almost unchanged. The quantum
yield of CD-L was calculated using quinine sulfate as a reference and was found to
be RQ= 10%. The antioxidant activity of CD-L was assessed using HOCI and O2e-,
revealing a higher elimination potential in HOCI tests, indicating its efficiency in cap-
turing reactive oxygen species of biological significance. When tested on non-tumor
human skin fibroblast cells (HFF-1), CD-L demonstrated low cytotoxicity, with cell
viability maintained above 85% for concentration up to 1000 pug/ml. Additionally, the
produced fluorescent film (Film-L) effectively retained the luminescent properties of
CD-L and exhibited potential for use as a thermal sensor, displaying a maximum rela-
tive thermal sensitivity of 2.69% K -1 at 333 K and stability for multiple cycles.

Key-words: Carbon Dots, biomass, antioxidant, nanothermometer, film.
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1 INTRODUCAO

Os pontos de carbono (Carbon Dots/CDs) sao nanoparticulas (NPs) lumines-
centes que apresentam geralmente tamanhos inferiores a 10 nm e morfologia quase
esférica, compostos por um nucleo de carbonos sp? e sp® e defeitos na superficie
(ASMAA M. EL-SHAFEY, 2021; YAO et al., 2019).

Os Carbon Dots conseguem exibir excelentes propriedades o6ticas como fluo-
rescéncia no espectro visivel, possuem boa dispersdo em agua, biocompatibilidade,
fotoestabilidade, etc (HE, C. et al., 2022; WANG, B.; CAI, H. et al., 2022).

Desde que foi descoberto acidentalmente em 2004 por Xu e colaboradores,
0s primeiros estudos de CDs envolviam o uso de métodos e precursores caros
(SHARMA, V.; TIWARI; MOBIN, 2017).

No entanto, a fim de diminuir o impacto ambiental e facilitar as rotas sintéticas
para producdo dessas NPs, a utilizacao de precursores verdes e processos conside-
rados simples aumentou a partir de 2012, depois que Zhou et al. (2012) utilizaram

cascas de melancia e obtiveram Carbon Dots aplicados como sondas fluorescentes.

A vista disso, os CDs vém ganhando atencdo de pesquisadores em virtude de
suas potenciais aplicacfes, em que destaca-se seu uso como sensor fluorescente,
seja na deteccdo de ions, pH ou temperatura (HUANGFU et al., 2021; LI, P. et al.,
2022; LIU, C. et al., 2021; MOHAMMED; OMER, 2020).

A temperatura € uma variavel crucial que auxilia e influencia varios processos
quimicos e biolégicos (MOHAMMED e OMER, 2020). Portanto, apesar de existir va-
rias formas de medir a temperatura, a busca por sensores térmicos precisos que nao
sejam invasivos, resistentes ao calor e de rpida deteccdo tem sido frequente
(MOHAMMED; OMER, 2020; WANG, B.; SUN, Zhen; et al., 2022).

Nessa perspectiva, o desenvolvimento desses materiais baseados em nano-
particulas tem se ampliado devido a sua capacidade de deteccdo sensivel e sua uti-
lizagdo em diversos campos da engenharia, agricultura e medicina (JURGA et al.,
2022).



Embora os Carbon Dots sejam bastante explorados como nanotermémetros
fluorescentes, existe uma lacuna na literatura relacionada ao estudo termomeétrico de
CDs no estado sdlido, sendo relatado que a emissdo dos CDs desaparece sob essa
condicdo, devido a aglomeracdo das nanoparticulas (CHEN, Y. et al.,, 2016;
MOHAMMED; OMER, 2020; ZHANG, Hao et al., 2020).

Entretanto, para evitar esse efeito, varios pesquisadores tém adotado o0 uso
de polimero para estabilizacdo dos CDs em estado sélido, os quais mantém as pro-
priedades éticas das NPs similares a sua dispersdo aquosa (CHEN, Y. et al., 2016;
JIANG, Yingnan et al., 2020; TASPIKA et al., 2019; XIE, M.; WANG, Jihong; ZHAO,
H., 2018).

Atualmente, como os estudos de CDs visam a obtencéo de suas propriedades
multifuncionais, diferentes propriedades vém sendo mencionadas, a exemplo de sua
atividade antioxidante, uma vez que ele previne a oxidacdo de varios produtos e
atua na saude contra doencas causadas pelo estresse oxidativo (HERB;
SCHRAMM, 2021; HUANGFU et al., 2021).

Dessa forma, a avaliacdo do potencial antioxidante dos Carbon Dots vem
sendo recentemente avaliada por diferentes estudos, os quais demonstram poten-
ciais aplicacbes dos CDs como agente antioxidante na captura de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (APAK et al., 2022; ZHAO, S. et al., 2015; SHEN et al., 2017,
ROY et al., 2022)

Diante disso, o trabalho apresenta uma sintese simples e de baixo custo de
filme fluorescente baseado em Carbon Dots derivados de residuos do limao Taiti

(citrus latifélia) e seu uso como agente antioxidante e termémetro luminescente.



2 REVISAO LITERARIA

2.1 Carbon Dots: Historico, conceito e estrutura

Desde a descoberta do fulereno, formado a partir da ablacdo a laser do
grafite, ha 31 anos, pesquisadores tém atribuido interesse aos hanomateriais a base
de carbono devido as suas relevantes contribuicdes a nanotecnologia (ASMAA M.
EL-SHAFEY, 2021). Assim, 0 avanco tecnoldgico possibilitou o desenvolvimento de
novos materiais a base de carbono com importantes aplicacfes, sendo a mais re-

cente descoberta os Carbon Dots (CDs).

Os Carbon Dots foram descobertos acidentalmente em 2004 por Xu e co-
laboradores quando tentavam purificar nanotubos de carbono derivados da fuligem
(XU, X. et al.,, 2004). Como resultado, trés classes de materiais foram obtidas da
suspensao: Nanotubos longos, material tubular curto e material fluorescente (Figura
1).

Para investigar esses resultados, o material fluorescente foi separado em
trés fracbes, que emitiram diferentes cores (laranja, azul-esverdeado e amarelo)
guando expostos a luz ultravioleta com comprimento de onda de excitacédo abaixo de
365 nm. Além disso, as fracbes foram purificadas por meio de dialise para posterio-
res analises, em que demonstraram resultados inconclusivos para espectrometria de

massas (ES-MS) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Porém, a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e espectroscopia de energia dispersiva de Raio X (EDX) indicaram a presen-
ca de grupos carboxilas e auséncia de residuos metalicos, respectivamente. Além
disso, uma andlise complementar mostrou que o material era composto por carbono
(53,93%), hidrogénio (2,56%), nitrogénio (1, 20%) e oxigénio (40,33%) e que as na-

noparticulas (NPs) tinham uma distribuicdo de tamanhos em cerca de 1 nm.

Logo, o trabalho destacou que o “carbono fluorescente” poderia ser uma

nanoparticula interessante para estudos posteriores.
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Figura 1. Materiais fluorescentes descobertos em 2004.

Fonte: XU, X. et al. (2004).

Em 2006, Sun e pesquisadores sintetizaram as NPs luminescentes de
carbono e denominaram de Carbon Dots (CDs) (SUN, Y. P. et al., 2006). Inicialmen-
te, os CDs foram produzidos por ablacao a laser, utilizando a mistura de pé de grafi-
te e cimento como materiais precursores. A amostra resultante foi tratada em sus-

pensdo aquosa de nitrogénio, em solucdo acida, permanecendo em refluxo por 12 h.

Porém, apés andlises ndo apresentou fluorescéncia consideravel. Por
esse motivo, o polietilenoglicol (PEG 1500 N) foi utilizado para passivar a superficie,
sendo misturado com a nanoparticula obtida (Figura 2). A mistura foi mantida em
aguecimento (120 °C/ 72 h) e o material obtido foi centrifugado e apresentou uma

forte fluorescéncia.

As NPs foram caracterizadas e apresentaram cerca de 5 nm de diametro,
emissado dependente do comprimento de onda de excitacdo, atribuido aos diferentes

estados emissivos da superficie passivada e boa fotoestabilidade.

Por fim, o trabalho concluiu que a luminescéncia ocorria devido as arma-
dilhas de energia na superficie e o confinamento quantico da nanoparticula. Com-
plementaram ainda que as particulas de carbono maiores com a mesma superficie

apresentavam uma menor intensidade de fluorescéncia.

Apods esses estudos, outros trabalhos foram publicados abordando sinte-
ses, purificagles, caracterizacdes e as varias aplicacdes dos Carbon Dots, sendo a
luminescéncia a propriedade mais investigada dessas nanoparticulas (HE, C. et al.,
2022; YAO et al., 2019; ZHAO, Q. et al., 2020).
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Figura 2. Passivacédo da superficie de Carbon Dots.
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Fonte: Adaptado de SUN, Y. P. et al. (2006)

Atualmente, os Carbon Dots séo classificados como um novo grupo de nano-
particulas de carbono com boa dispersdo em agua, biocompatibilidade, sao livres de
metais toxicos, fotoestaveis e exibem excelentes propriedades Opticas, a exemplo da
fluorescéncia no espectro visivel (HE, C. et al.,, 2022; WANG, B.; CAI, H.; et al.,
2022).

Devido a essas caracteristicas, os CDs podem atuar como sensores de tem-
peratura, sensores de pH, agente antioxidante, etc (HUANGFU et al., 2021; LI, P. et
al., 2022; LIU, C. et al., 2021; MOHAMMED; OMER, 2020). Genericamente, os Car-
bon Dots sdo formados por um nucleo (amorfo ou cristalino) e podem apresentar
grupos funcionais na superficie, a exemplo de hidroxilas, carbonilas, aminas, entre
outros (ASMAA M. EL-SHAFEY, 2021; YAO et al., 2019).

Todavia, pesquisas recentes tém discutido a respeito da estrutura dos CDs,
uma vez que existem varias rotas sintéticas e variabilidade de materiais utilizados

como precursores que podem influenciar na formacéo dessas NPs.

Nesse sentido, o termo “CDs” abrange uma variedade de materiais de carbo-
no fluorescentes em escala nanométrica, os quais vém sendo classificados em qua-
tro categorias (Figura 3): Pontos quanticos de grafeno (GQDs), pontos quanticos de
carbono (CQDs), nanopontos de carbono (CDNs) e pontos poliméricos de carbono
(CPDs) (CARBONARO et al., 2019; KOUTSOGIANNIS et al., 2020; LIU, J.; LI, R,;
YANG, B., 2020; XIA et al., 2019; ZHU, S. et al., 2015).
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Figura 3. Representacéo das classificacdes dos Carbon Dots.
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Fonte: Adaptado de Al; SHI, R.; et al. (2021)
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Os pontos quéanticos de grafeno (GQDs) sao formados por fragmentos de gra-
feno (com uma ou poucas camadas) e grupos quimicos presentes na bor-
da/superficie ou entre as camadas de grafeno (LIU, J.; LI, R.; YANG, B., 2020; ZHU,
S. etal., 2015).

As propriedades 6ticas desses materiais sédo influenciadas principalmente pe-
lo tamanho dos dominios 1 conjugados e pelos grupos conectados nas bor-

das/superficie dos CDs.

Nessa perspectiva, Zhu, S. et al. (2011) desenvolveram GQDs por meio de
uma reacao solvotérmica utilizando 6xido de grafeno como material carbonaceo e
dimetilformamida (DMF) como solvente. As nanoparticulas obtidas apresentaram
emissao no verde e demonstraram resultados promissores para aplicagdo em bioi-

magem (Figura 4).



Figura 4. Imagem de microscopia eletrénica de transmissao de GQDs.

Fonte: Lee, S. H. et al. (2019).
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Por outro lado, os pontos quanticos de carbono (CQDs) sédo formados por na-

noesferas de natureza cristalina e sua luminescéncia é geralmente relacionada aos

grupos de superficie e confinamento quantico (CARBONARO et al., 2019; LIU, J.; LI,

R.; YANG, B., 2020).

Liu et al. (2014) sintetizaram CQDs via micro-ondas, utilizando como material

precursor a sacarose e dietilenoglicol e obtiveram NPs com fluorescéncia no verde,

apresentando boa viabilidade celular em células de glioma C6 (Figura 5).

Figura 5. (A) Imagem de microscopia eletrénica de transmisséo e (B) UV-Vis e fotoluminescéncia dos

CQDs.
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Fonte: Adaptado de LIU et al. (2014)

Diferentemente dos CQDs, os nanopontos de carbono (CNDs) possuem es-
trutura esférica com elevado grau de carbonizacdo e podem apresentar estruturas
cristalinas semelhantes aos CQDs ou estruturas amorfas. Além disso, sua fluores-
céncia € associada aos grupos de superficie e ao estado de subdominio 1T do carbo-
no no nucleo grafitico, o qual ndo apresenta efeito de confinamento quéntico referen-
te ao tamanho dos CDs (CARBONARO et al., 2019; KOUTSOGIANNIS et al., 2020;
ZHU, S. et al., 2015).

Suvarnaphaet et al. (2016) sintetizaram CDNSs a partir da limonada usando o
método hidrotermal. Eles obtiveram NPs com emissdo maxima no azul, que foram
aplicadas na deteccdo de ions Fe3* e imageamento em células de levedura (Figura
6).

Figura 6. (A) Imagem de TEM e (B) Fluorescéncia sob luz natural e ultravioleta dos CDNs.

(B)

Luz do Luz UV

dia

Fonte: Suvarnaphaet et al. (2016)

Por fim, os pontos poliméricos de carbono (CPDs) sdo compostos por um nu-
cleo de carbono com superficie de cadeias poliméricas ou grupos funcionais abun-
dantes que dao origem a uma estrutura hibrida (carbono/polimero) (LIU, J.; LI, R;
YANG, B., 2020; XIA et al., 2019; ZHU, S. et al., 2015).

A fluorescéncia desses materiais € principalmente originada do estado mole-
cular e efeito de reticulagdo, o que nao ocorre com 0s outros grupos de CDs. Nesse
sentido, Gu e pesquisadores (2013) produziram CPDs a partir da poliacrilamida, via

método hidrotermal.
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As nanoparticulas demonstraram fluorescéncia azul e rapida absorcao pelas
células LnCaP (linhagem celular de tumor de préstata), indicando aplicacbes pro-

missoras em imageamento celular e marcacao biolégica (Figura 7).

Figura 7. (A) Imagem de TEM e (B) Fluorescéncia dos CPDs.

(B)
Luzdodia UV

Fonte: Adaptado de GU et al. (2013)

Dessa forma, Carbon Dots com diferentes tamanhos e emissdes podem ser
produzidos a depender principalmente do precursor e rotas sintéticas adotadas. To-
davia, além dessas classificagfes, alguns mecanismos sdo usados para explicar a

formacao dos CDs.
2.2 Métodos de sintese e mecanismo de formacéo dos Carbon Dots

Desde a descoberta dos Carbon Dots, varios trabalhos foram desenvolvidos
para demonstrar os mecanismos de formacédo e os métodos de sinteses dessas na-
noparticulas, que podem ser classificados em abordagens Top-Down e Bottom-Up
(Figura 8).

O termo top-Dow significa “de cima para baixo” e se refere a obtencdo dos
CDs por meio da decomposi¢do de materiais carbonaceos consideravelmente gran-
des, como po de grafite, fibras de carbono, fuligem, entre outros (HE, C. et al., 2022;
WANG, B.; CAI, H.; etal., 2022; WANG, Ru et al., 2017).

Assim, para a formacao das NPs, as ligacdes entre os atomos de carbono do
material precursor sdo rompidas quando submetidas a temperaturas elevadas. Al-
gumas rotas sintéticas relatadas na literatura possuem essa abordagem, a exemplo

da oxidacao eletroquimica, ablac&o a laser e descarga de arco.
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No entanto, os meios sintéticos geralmente exigem condi¢cdes experimentais
severas, a exemplo da utilizacdo de acidos fortes, bem como uso de reagentes e

equipamentos com custos elevados (KANG, C. et al., 2020).

Na abordagem bottom-up ocorre o inverso da top-Down e significa “de baixo
para cima”. Nela, os CDs sao formados por meio da combinacdo de pequenas molé-
culas organicas, a exemplo do acido citrico, acido ascorbico, ureia, etc (HE, C. et al.,
2022; WANG, B.; CAI, H.; et al., 2022; WANG, Ru et al., 2017).

Dessa forma, para formacdo das nanoparticulas, diferentes tratamentos tér-
micos podem ser utilizados, como a pirélise, carbonizacao hidrotérmica e/ou méto-

dos assistidos por microondas.

Geralmente, os métodos com abordagens bottom-up apresentam processos
mais simples, uso de reagentes e equipamentos mais acessiveis e sdo amplamente
abordadas na literatura, principalmente quando séo utilizados precursores verdes
(KANG, C. et al., 2020; SHARMA, V.; TIWARI; MOBIN, 2017).

Figura 8. Representacéo das abordagens Top-Down e Bottom-Up.
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Fonte: Adaptado de KAUSAR (2019)
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Durante a sintese de Carbon Dots via método microondas, a energia eletro-
magneética € absorvida pelas moléculas e convertida em energia interna (HE, C. et
al., 2022). Essa energia, por sua vez, € gerada a partir do interior dos materiais, fa-

zendo com que os reagentes sofram aquecimento.

Nessa perspectiva, Zhu e colegas (2009) relataram pela primeira vez uma sin-
tese de CDs por reacdo em microondas. Eles utilizaram como material precursor
uma mistura composta por polietilenoglicol (PEG-200) e sacarideo em agua destila-
da, obtendo duas solu¢gdes nos diferentes tempos, como representadas na Figura 9.

Logo, observaram que poucos minutos foram suficientes para formar as NPs,

gue apresentaram tamanhos e fotoluminescéncia distintas com a variacdo do tempo.

Figura 9. Esquema sintético via microondas de CDs derivados de PEG (200) e sacarideo.
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A vista disso, além de apresentar processos econémicos de facil manuseio e
tempo curto de sintese, 0 aquecimento via microondas ocorre de forma simultanea e
homogénea, levando a uma distribuicdo uniforme de tamanho dos Carbon Dots
(WANG, Ru et al., 2017; ZHU, H. et al., 2009).

Devido a essas vantagens, esse modelo passou a ser comumente adotado

por pesquisadores, assim como abordado em alguns trabalhos exibidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Carbon Dots obtidos pelo método de microondas.

Precursores Poténcia/ Emisséo RQ Aplicacédo Referéncia

Tempo (%)
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p- 800 W/ 1h Vermelho ~15  Sensor de pH SUN et al.,
Fenilenodiamina (620 nm) e fons 2018
Alga marinhae 800W/15h  Azul (450 23,5 Sensor de pH ZHAO et al.,
etilenodiamina nm) e ions 2019
Acido citrico 8 min Azul (450 Terapia fotodi- ROMERO et
nm) namica anti- al., 2021
bacteriana
Acido citrico e 800 W/ 15 Azul (438 Agente anti- KUNG et al.,
ureia min nm) bacteriano 2020
Suco de laranja 10 min Azul (417 29,3 Bioimagem MAGDY;
e ureia nm) BELAL;
ELMANSI,
2023

Fonte: Autora, 2023.

Complementarmente, apesar de existir alguns estudos relacionados ao me-
canismo de formacéo dos Carbon Dots, a literatura sugere discussfes mais profun-

das para melhor elucidar as etapas envolvidas nesse processo.

No entanto, existe um mecanismo bastante aceito entre os pesquisadores re-
ferente a abordagem “bottom-up” que explica a formacdo dos CDs em 4 estagios,
sendo eles: condensacao, polimerizacdo, carbonizagédo e passivagédo (Figura 10)
(HSU; CHANG, H. T., 2012; LIU, M. L. et al.,, 2019; MEDEIROS, T. V. DE et al.,
2019).

Na condensac¢do, as moléculas precursoras sdo desidratadas e em seguida
polimerizadas, momento em que ficam aglomeradas por interagcdes majoritariamente
covalentes. Apos a polimerizagdo, as nanoparticulas séo carbonizadas e o nucleo

dos CDs e formado. Por fim, a superficie é funcionalizada pelos grupos presentes na
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molécula, que agem como agentes passivantes e influencia na fluorescéncia do ma-

terial.

Figura 10. Estagios do mecanismo de formagdo dos CDs na abordagem Bottom-Up.

Condensacéo

Polimerizacdao Carbonizacao Passivagao

Fonte: Adaptado de HSU e CHANG, H, T. (2012)

Além do mecanismo de formacao, € importante compreender também acerca
dos mecanismos de luminescéncia dos CDs, que variam a depender da estrutura da

nanoparticula e outros fatores que serdo discutidos a seguir.
2.3 Mecanismos de luminescéncia dos Carbon Dots

Como a literatura ressalta, uma das principais caracteristicas dos Carbon
Dots € a luminescéncia, visto que essa propriedade propicia as variadas aplicacées
dos CDs, seja como sensores luminescentes, marcacao celular, entre outros (LIU,
M., 2020; LIU, M. L. et al., 2019; YAN, F. et al., 2019). Assim, a luminescéncia € um
fendbmeno fisico-quimico caracterizado pela emissdo de luz do material quando

submetido a radiagéo eletromagnética.

De forma geral, quando os CDs absorvem féton, seus elétrons migram para
um estado de maior energia (estado excitado) e, ao retornar para o estado funda-
mental, liberam o foton absorvido geralmente por um mecanismo de fluorescéncia
(Figura 11) (LIU, M., 2020).
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Figura 11. Esquema simplificado do processo de fluorescéncia.
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Fonte: Autora, 2023.

Apesar de apresentar essa importante propriedade, os mecanismos que le-
vam a emissdo dos Carbon Dots ainda s&o bastante discutidos na literatura. Toda-
via, sdo comumente associados aos efeitos de confinamento quantico de dominios 1
conjugados, efeitos de reticulacdo, fluorescéncia moleculares e estados de superfi-
cie (LIU, M., 2020; LIU, M. L. et al., 2019; ZHAO, Biao et al., 2022; ZHAO, Q. et al.,
2020).

2.3.1 Efeito de confinamento quéantico de dominios 1 conjugados

O Confinamento quantico (CQ) confere uma regido espacial limitada em que
os elétrons se movem em um atomo ou uma particula. De acordo com Zhao et al.
(2022), a fluorescéncia dos Carbon Dots sofre influéncia do CQ quando o tamanho
dos dominios 1T (sp?) conjugados é menor que o raio de excitacdo de Bohr (5,29 x
101 m =0,529 A).

Dessa forma, ao aumentar os dominios 1T conjugados dos CDs, ocorre uma
diminuicdo de energia entre as bandas de conducao e valéncia e consequentemente
a emisséao tende a surgir em maiores comprimentos de onda, de acordo com a se-

guinte formula:
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Sendo E = Energia do foton; h = Constante de Planck; ¢ = Velocidade da luz e A =

Comprimento de onda.

Nesse sentido, Ai e pesquisadores (2021) afirmam que esse modelo é mais
apropriado para explicar a fluorescéncia dos GQDs e CQDs, pois normalmente pos-
suem um elevado nivel de grafitizacdo com poucos grupos na borda/superficie, sen-

do a maior parte da estrutura formada por carbonos de dominios spZ.

Kim e colegas (2012) sintetizaram CDs com tamanhos variados de 5 a 35 nm
e observaram que quanto maior o tamanho da particula, menor a energia de absor-
cdo e maior o comprimento de onda de emissdo, sendo essa caracteristica atribuida

ao efeito de confinamento quantico (Figura 12).

Figura 12. Efeito do confinamento quantico nos CDs.
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Fonte: KIM et al. (2012)
Por outro lado, apesar desse mecanismo ser relatado na literatura, poucos

trabalhos de Carbon Dots atribuem o mecanismo de luminescéncia a esse modelo,
pois outros fatores, a exemplo do solvente, método e tempo de sintese, também po-
dem influenciar suas propriedades oticas.
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2.3.2 Fluorescéncia molecular

A fluorescéncia molecular dos Carbon Dots esta relacionada a existéncia de
fluoroforos moleculares em sua superficie, assim como a presenca de impurezas
fluorescentes derivadas das sinteses de CDs, que interferem diretamente em suas
propriedades luminescentes (LIU, M. L. et al.,, 2019). Nesse sentido, Liu e
colaboradores (2019) relataram que durante as sinteses de Carbon Dots, algumas
impurezas podem ser formadas e rapidamente adsorvidas na superficie das nano-

particulas, levando a fluorescéncia molecular.

Por outro lado, fluoréforos moleculares também podem ser anexados aos
CDs. Assim, Zhao e pesquisadores (2022) ressaltam que geralmente trabalhos que
utilizam precursores combinado com &cido citrico (AC), a exemplo de AC e ureia e
AC e dietilenodiamina, apresentam emissao caracteristica do estado molecular,

além dos CDs preparados a partir de carboidratos e fenilenodiamina.

Baseado nesse ponto de vista, Reckmeier et al. (2017) sintetizaram dois CDs
a base de acido citrico dopado com amoénia aquosa (hidrotérmica) (ag-NHs CDs) e
amonia supercritica (amonotérmica) (sc-NHs CDs). Eles observaram que as nano-
particulas apresentaram propriedades 6ticas distintas, sendo essas caracteristicas
relacionadas ao fluoréforo do &cido citrazinico (para o aq-NHs CDs) e a agregacao
desses fluoréforo formada pelo sal de aménio do acido citrazinico (para o sc-NHs
CDs) (Figura 13).
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Figura 13. Influéncia de fluoréforos moleculares nos Carbon Dots.
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Fonte: RECKMEIER et al. (2017)

Posteriormente, Essner et al. (2018) obtiveram Carbon Dots por uma sintese
de microondas utilizando como precursores o acido citrico e ureia. Eles perceberam
que algumas impurezas fluorescentes foram produzidas durante a formacdo dos
CDs e a medida em que as nanoparticulas permaneciam em dialise, o material colo-

rido rapidamente passava pela membrana (Figura 14).

Logo, os resultados demonstraram que uma quantidade significativa de mo-
leculas fluorescentes havia sido formada e que as mesmas contribuiam na forte
emissao dos CDs.
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Figura 14. Influéncia de impurezas fluorescentes nos Carbon Dots
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Li, L. et al. (2017) sintetizaram CDs utilizando o espinafre como material pre-
cursor em uma sintese solvotermal, sendo etanol o solvente (Figura 15). Apos a sin-
tese e purificacdo das NPs, eles notaram pelo espectro de fotoluminescéncia a pre-
senca de duas bandas de emissao, na regido azul-amarela (400-600 nm, dependen-

te da excitagdo) e vermelha (600-750 nm, independente da excitacao).

Ao estudar esse comportamento, 0s autores comprovaram que a emissao no
vermelho ocorria devido a molécula de clorofila ancorada na superficie dos CDs. Lo-
go, essa emissao € associada aos estados moleculares presentes na superficie dos

Carbon Dots.

Figura 15. Molécula de clorofila na superficie de CDs derivados do espinafre.

HO

Fonte: Adaptado de Li, L. et al. ( 2017).



25

Adicionalmente, Ai et al. (2021) revelaram que o mecanismo de luminescéncia
baseado na fluorescéncia molecular ocorre mais facilmente em sinteses com abor-
dagens “Bottom up”, uma vez que a formagédo dos CDs acontece por meio de rea-

¢cOes entre pequenas moléculas.
2.3.3 Efeito de reticulagéo

A reticulacdo em Carbon Dots ocorre geralmente em reacfes que utilizam
materiais poliméricos como precursores ou agentes passivantes, a exemplo dos
PCDs. Esses materiais, por sua vez, adquirem estrutura similar a uma teia por todo o
nacleo dos CDs, causando um efeito de reticulacdo polimérica na superficie (ZHAO,
Biao et al., 2022).

Baseado nisso, Zhu et al. (2014) produziram Carbon Dots a partir da polieti-
lenoimina (PEI) ramificada e introduziram o tetracloreto de carbono para avaliar a
fotoluminescéncia dos CDs (Figura 16). Eles notaram que a reticulacéo foi o princi-
pal contribuinte na fluorescéncia das NPs, originada da diminuicdo da vibracédo e

rotacao da PEI agregada.

Figura 16. Efeito da reticulagdo nos Carbon Dots.
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Fonte: ZHU et al. (2014)

Nesse sentido, 0 mecanismo de fluorescéncia relacionado ao efeito de reticu-
lacéo ocorre porque as vibracdes e rotacdes das cadeias moleculares se tornam res-
tritas, facilitando as emissodes radiativas dos CDs, podendo criar também novos ni-
veis de energia devido a aproximacao dos grupos de superficie (ZHAO, Biao et al.,
2022).

Todavia, esse modelo € pouco relatado por pesquisadores e as maiorias dos
trabalhos que discutem os mecanismos de luminescéncia dos CDs nao citam esse

efeito.
2.3.4 Estado de superficie

Segundo Liu e colaboradores (2019), o estado de superficie € o mecanismo
de luminescéncia associado ao grau de oxidacdo da superficie dos CDs, bem como
aos grupos funcionais presentes nela. Desse modo, quanto maior o grau de oxida-
cdo, maior a quantidade de defeitos na superficie dos CDs e menor a energia entre
as bandas de conducédo e valéncia. Por conseguinte, a emissdo dos Carbon Dots

tende a se deslocar para a regidao do vermelho (ZHAO, Biao et al., 2022).

Como exemplo, Ding et al. (2016) obtiveram CDs com emissdes que variavam
do azul ao vermelho, derivados da ureia e p-Fenilenodiamina (Figura 17). Eles rela-
taram que essas diferentes emissdes estavam relacionadas ao aumento das espé-
cies de oxigénio nos grupos de superficie dos CDs, que resultaram em diferentes

graus de oxidacao.

Logo, concluiram que a fluorescéncia dos Carbon Dots ndo dependia do ta-

manho das particulas, mas dos grupos superficiais presentes em sua estrutura.
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Figura 17. Influéncia do grau de oxidacao da superficie dos Carbon Dots.
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Fonte: DING et al. (2016)

Em contrapartida, pesquisadores tém comprovado que ndo s6 a presenca de
grupos funcionais contendo oxigénio na superficie dos CDs influencia sua fluores-
céncia, mas também derivados de nitrogénio, visto que esses grupos podem apre-

sentar diferentes cromoéforos ou niveis de energia (LIU, M. L. et al., 2019).

Nesse ambito, Carbon Dots altamente sintonizaveis, com fluorescéncia ajus-
tavel do azul ao vermelho e até mesmo branco, foram produzidos por Zhang e
colaboradores (2017) (Figura 18). Eles utilizaram citrato de amdnio e &cido etilenodi-
amino tetraacético (EDTA) como precursores a fim de obter CDs dopados com nitro-

génio.

Logo, perceberam que a variacado de emissédo dos CDs nao dependia do grau
de oxidacao da superficie, mas sim dos grupos nitrogenados presentes nela, pois 0s

resultados mostraram teores de oxigénio semelhantes entre os CDs.
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Figura 18. Efeito dos grupos funcionais na superficie dos Carbon Dots.

101

Fonte: ZHANG et al. (2017)

:

Portanto, a maioria dos trabalhos encontrados na comunidade académica
atribuem o mecanismo de luminescéncia dos Carbon Dots ao estado de superficie
devido principalmente a rica quantidade de grupos funcionais presentes na superfi-
cie dessas nanoparticulas (LIU, M. L. et al., 2019; ZHAO, Biao et al., 2022).

No entanto, como reportado nesse trabalho, varias outras teorias vém sendo
discutidas por pesquisadores, que tém mostrado que 0s mecanismos luminescentes
dos CDs dependem de varios fatores, essencialmente dos precursores e aborda-

gens sintéticas que levam a formacao final das NPs.
2.4 Emisséo de Carbon Dots dependente e independente da excitagéo

A fluorescéncia dos Carbon Dots é apresentada na literatura por dois perfis,
0s quais classificam sua emissdo como dependente ou independente da excitacao
(LI, Xiaoming et al., 2014; WANG, Yaling et al., 2017; YANG, P. et al., 2020).

No primeiro caso, o comprimento de onda de emissdo dos CDs € alterado
gquando o comprimento de onda de excitacdo € modificado, como representado na
figura 19. A. Isso ocorre devido aos diferentes grupos na superficie dos CDs que
apresentam niveis de energia distintos e sdo progressivamente ativados frente as
diferentes energias de excitacdo (WANG, Yaling et al., 2017; YANG, P. et al., 2020;
LIU, M., 2020; LIU, M. L. et al., 2019).
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Em contrapartida, a emissédo pode se manter fixa em um Unico comprimento
de onda, independente da excitacdo (IDE) fornecida a amostra (Figura 19.B). Por
sua vez, esse comportamento tem sido associado a passivacdo da superficie, fluo-
rescéncia molecular, tamanhos uniformes das NPs, entre outros (LI, Xiaoming et al.,
2014; KHAN et al., 2021; SINGH, A. et al., 2022; WEI, X. L. et al., 2023).

Figura 19. CDs com emissdo A) Dependente da excita¢do e B) Independente da excitagao.
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Recentemente, o trabalho publicado por Singh, A. et al. (2022) observou a
emissao de Carbon Dots com perfil IDE, o qual foi derivado do &cido p-
toluenossulfénico por um método hidrotérmico. Eles atribuiram esse comportamento
a distribuicao uniforme de tamanho dos CDs, bem como a presenca de grupos fun-

cionais similares em sua superficie que contribuiram na passivacao dos defeitos.

Ding et al. (2019) também obtiveram CDs com emisséo IDE, provenientes do
suco de lim&o em uma reacado com formamida (Figura 20). Assim como Singh e co-
laboradores, eles acreditaram que a emissédo dos CDs era provocada pelos estados
de superficie, comprovando ainda que ela dependia do tamanho das NPs e da quan-

tidade de nitrogénio presente na estrutura, uma vez que ao diminuir o teor de for-
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mamida, o tamanho dos CDs e comprimento de onda de emissédo tambéem era dimi-

nuido.

Figura 20. Espectros demonstrando a absor¢éo e a emissdo independente da excitacdo dos CDs
derivados do lim&o.
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Fonte: DING et al. (2019).

Apesar de existir alguns trabalhos que abordam Carbon Dots com emisséo
independente de excitacdo, a maioria dessas NPs apresentam emissédo dependente
da excitacdo e, consequentemente, sdo bem discutidas na academia. Por outra
perspectiva, o0s mecanismos que levam ao perfil IDE ainda precisam ser mais escla-
recidos (LIU, M., 2020; LIU, M. L. et al., 2019; ZHAO, Biao et al., 2022; ZHAO, Q. et
al., 2020).

2.5 Carbon Dots derivados de precursores verdes

Inicialmente, os métodos de obtencdo dos Carbon Dots eram limitados a pro-
cessos onerosos, como os referenciados por ablacéo a laser, oxidagéo eletroquimi-
ca, aléem do uso de reagentes e materiais de altos custos (SHARMA, V.; TIWARI,
MOBIN, 2017). Todavia, em busca de métodos simples, econémicos e ambiental-
mente amigaveis, pesquisadores passaram a intensificar a producdo de CDs ultili-
zando precursores verdes como fonte de carbono (FAN et al., 2022; KANG, C. et al.,
2020; LOU et al., 2021; SHARMA, V.; TIWARI; MOBIN, 2017).
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Assim, o termo “precursores verdes” se refere as fontes de carbono de mate-
riais renovaveis ou de origens naturais, sejam eles derivados de frutas, vegetais,

animais, bebidas, residuos, etc (Figura 21).

Figura 21. Precursores verdes utilizados em sinteses de Carbon Dots.
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Fonte: Autora, 2023.

Baseado nisso, diversos artigos tém reportados sinteses de Carbon Dots utili-
zando precursores verdes como fonte de carbono (Figura 22). No entanto, os traba-
Ihos considerados pioneiros surgiram em 2012, sendo o primeiro realizado por Zhou
et al. (2012). Os autores utilizaram cascas de melancia como fonte de carbono e ob-
tiveram as NPs com tamanhos de aproximadamente 2 nm e fluorescéncia maxima
no azul, as quais foram aplicados como sondas fluorescentes na geracédo de ima-

gens de células Helas, consideradas células imortais.

Posteriormente, Hsu et al. (2012) utilizaram borras de café como precursores
e obtiveram CDs com tamanhos proximos a 5 nm, emissdo maxima no azul e resul-
tados significativos referentes a geragdo de imagens das células LLC-PK1 (Linha-

gem de células renais epiteliais derivadas de rins de porco).

Wang e Zhou (2014) sintetizaram CDs usando leite comercial, por um método

hidrotérmico, e conseguiram NPs com tamanhos em cerca de 3 nm e emissado no
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azul, aplicadas no imageamento de células U87 (linhagem celular de cancer de gli-

oma cerebral humano).

Carbon Dots também foram derivados das cascas de camarao, desenvolvidos
por Gedda e colaboradores (2016), em que obtiveram NPs com tamanho de 4 nm e
emissdo maxima no azul, sendo aplicadas na deteccédo de ions Cu?* em amostras

de agua do mar.

Singh et al. (2018) produziram Carbon Dots a partir do extrato aquoso da be-
terraba, por um método hidrotermal, e obtiveram CDs com tamanho de 5 nm e fluo-
rescéncia também na regido do azul. Os CDs foram aplicados em imagiamento in
vivo em Caenorhabditis elegans (nematoide) pela primeira vez, sem apresentar efei-
tos toxicos em seus tecidos intestinais, e em camundongos, nos quais mostraram

sinais 6ticos principalmente no intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Em outro trabalho realizado pelo grupo de Atchudan et al. (2020) foi demons-
trado a producdo de CDs oriundos das cascas de banana dopado com nitrogénio
(amdnia aquosa), também via método hidrotermal, os quais apresentaram emissao
no azul e foi utilizado na deteccéo de ions metalicos Fe3*, bioimageamento em hepa-

técitos do clone 9 (células de figado de rato) e também como tinta fluorescente.

Ademais, cascas de limdo foram usadas como fontes verdes de carbono por
Singh; Kishore; Singh, (2022) para sintese dos CDs via método de microondas. Os
autores demonstraram uma fluorescéncia azul das NPs obtidas e indicaram que elas

apresentam potencial para aplicacées em dispositivos biolégicos e optoeletronicos.

Recentemente, uma sintese de CDs utilizando a planta centella asiatica, por
um método assistido por microondas, foi reportada por Thokchom et al. (2023). Os
estudos indicaram que os CDs possuiam tamanho proximo de 3-6 nm e emisséo
maxima no azul, os quais apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas e negativas, atividade antioxidante nos ensaios de DPPH e H202,
atividade anti-inflamatoria na desnaturacéo de proteinas e boa viabilidade celular em

células de sangue total.

Portanto, como observado nos trabalhos supracitados, os Carbon Dots podem

ser facilmente obtidos por precursores verdes de baixo custo e apresentar aplica-
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cOes em diferentes areas, seja como sensores, sondas, tintas, etc; uma vez que
apresentam importantes propriedades, das quais se destacam as quimicas e biolo-
gicas.

Figura 22. Carbon Dots derivados de precursores verdes nos Ultimos anos.
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Fonte: Autora, 2023.

Ultimamente, os limdes vém sendo usados como fonte de carbono para ob-
tencdo de Carbon Dots, como mostrado na Tabela 2. Eles sdo cultivados mundial-
mente e apresentam baixo custo e facil disponibilidade, apresentando em sua com-
posi¢cdo moléculas de acido citrico e ascérbico, carboidratos, proteinas, vitaminas e
outros (HE, Meiqgin et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Das Nac¢BGes Unidas Para Agricultura e Alimentacao
(FAO), em 2019 as limas &cidas e limées eram produzidos principalmente pela india,
México, China, Argentina e Brasil, respectivamente (CENTRO DE CITRICULTURA
SYLVIO MOREIRA, 2021).

No Brasil, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE) in-
dicaram que em 2021 a maior producgéo de limao ocorreu na regido sudeste, seguido
pelo nordeste, norte, centro-oeste e sul (IBGE, 2021).



Tabela 2 - Carbon Dots derivados do limao.
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Precursor Métodos de Emissao RQ (%) Aplicacéo Referéncia
sinteses
Suco de liméo Hidrotermal Verde 14,86 a HOAN; TAM;
24,89 PHAM, 2019
Suco de liméo Hidrotermal Azul 10,20 TADESSE et
al., 2018
Suco de liméo Hidrotermal Verde Deteccéo de HOAN et al.,
fons 2018
Suco de liméao Solvotermal Vermelho 28 Bioimagem DING et al.,
(etanol) 2017
Suco de liméo Solvotermal Infraverme- 31 Bioimagem DING et al.,
(formamida) Iho proximo 2019
Suco de liméo Microondas Azul esver- 48,3 Imagiamento SAJID et al.,
deado celular 2016
Suco de liméo Hidrotermal Azul esver- 16, 7 Imagiamento HE, Meiqin et
deado celular vegetal al., 2018
Suco de liméo Hidrotermal Verde Deteccéo de HOAN; TAM;
fons Fe3* PHAM, 2019
Suco de liméo Hidrotermal Azul 58,66 Deteccao de ZHANG, Yue
e etilenodia- jons Fe?*e etal., 2023
mina imageamento
celular
Cascas de Microondas Azul 16,9 SINGH;
liméo KISHORE;
SINGH, 2022
Cascas de Hidrotermal Azul 14 Deteccéo de TYAGI et al.,
liméo fons Cré* 2016
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Folhas de Microondas Azul esver- 7,2 Deteccao de VENUGOPAL
limao deada tetraciclina AN; VIDYA,
2023
Extrato aquo- Hidrotermal Azul Deteccao de SANTOS, A.
so do bagaco fons cromo B. DOS et al.,
(V1) 2020

Fonte: Autora, 2023.

A vista disso, os trabalhos apresentados na Tabela 2 mostram a obtencéo de
CDs por meio do suco, cascas, folhas e extrato do bagaco de limédo, sendo a maioria

derivados do suco (nove de treze trabalhos encontrados na literatura).

Assim, é possivel perceber que os residuos do limao, a exemplo do bagaco
que é comumente descartado, geralmente ndo é utilizado como fonte de carbono
para essa producdo, sendo citado apenas em um artigo, desenvolvido por Santos, A.
B. Dos et al. (2020), membro do grupo de pesquisa em que foi realizado o presente
trabalho. Além disso, apenas trés desses artigos utilizam rotas sintéticas via método

microondas.

Sendo assim, sdo poucas as pesquisas que utilizam o residuo carbonaceo do
liméo como precursor verde, bem como sinteses via rea¢cao microondas, 0 que pode

tornar a producao dos CDs mais barata e de facil obtencéo.

De forma complementar, vale destacar que uma das primeiras publicacdes
brasileiras de Carbon Dots obtidos por fontes verdes foi reportada por Angelis et al.
(2015), orientadora do presente trabalho e quem coordenam pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de materiais luminescentes e suas aplicacdes, no Laboratério de

Materiais Luminescentes e Estudos Ambientais (LumiAm).

Nesse sentido, varios trabalhos de Carbon Dots verdes tém sido realizados
pelo grupo, os quais vém sendo analisados em relagdo a robustez dos materiais, a
exemplo dos publicados por Santos, A. B. Dos et al. (2020) e Silva, L.; Calado, O.;
Barbosa, C. (2023), bem como suas aplicacbes bioldgicas, termométricas, na

deteccdo de ions metalicos, pH, processos de antifalsificacdo, LEDs, etc.
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2.6 Propriedades antioxidantes dos Carbon Dots

As propriedades antioxidantes se tornaram interessantes principalmente por
apresentar diferentes aplicagdes, a exemplo da prevencdo da oxidagdo em produtos
alimenticios e farmacéuticos, efeito antienvelhecimento em produtos de pele, bem
como na saude contra processos patoldégicos mediados pelo estresse oxidativo
(HERB; SCHRAMM, 2021; HUANGFU et al., 2021).

Segundo Apak et al. (2022), os radicais podem ser formados por hidroxil
(*OH), peroxil (ROQO¢), anion superoéxido (O2+) e algumas espécies que se convertem
nesses radicais, como o acido hipocloroso (HOCI), peréxido de hidrogénio (H2032),
etc. Recentemente, alguns trabalhos avaliaram o potencial dos CDs como agente

antioxidante baseados em diferentes estudos.

Zhao, S. et al. (2015) produziram Carbon Dots via método hidrotermal, usan-
do o alho como precursor, e obtiveram NPs com fluorescéncia no azul (Figura 23).
Os ensaios de atividade antioxidante dos CDs foram realizados pelo método DPPH,
apresentando ICsp (quantidade de amostra suficiente para inibir 50% da espécie ra-
dicalar) de 80 pg/mL. Todavia, os autores consideraram a atividade antioxidante dos
CDs baixa, visto que as substancias de controle positivo (acido ascorbico e querceti-

na) apresentaram valores de ICsp proximos de 3 pg/mL.

Figura 23. Sintese de Carbon Dots com atividade antioxidante derivados do alho.
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Fonte: ZHAO, S. et al. (2015)

Adiante, Shen et al. (2017) produziram Carbon Dots a partir de pomelo co-
dopados com persulfato de amoénio por um método hidrotermal e conseguiram NPs
com emissao maxima em 450 nm (Figura 24). A atividade antioxidante dos CDs foi

avaliada pelos métodos DPPH, *OH e O?-, em quais demonstraram porcentagem
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maxima de eliminacdo dos radicais de 56% (500 pg/mL), 58% (800 pg/mL) e 81%
(700 pg/mL), respectivamente.

Logo, os CDs possuiram capacidades similares de eliminagdo dos radicais

DPPH e *OH, sendo seus resultados mais significativos nos radicais O2e-.

Figura 24. Sintese de CDs com propriedades antioxidantes derivados de pomelo (fruta citrica)
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Fonte: Adaptado de SHEN et al. (2017)

Adicionalmente, um artigo publicado recentemente por Roy e pesquisadores
(2022) investigou a capacidade antioxidante de Carbon Dots obtidos do acafrdo da

terra/circuma (CD) e funcionalizados com persulfato de amdnio (S-CD) (Figura 25).

Para tanto, os ensaios antioxidantes foram realizados via métodos ABTS e
DPPH, os quais indicaram quase 90% (CD) e 80% (S-CD) de eliminacdo de radicais
no método ABTS e cerca de 70% (CD) e 60% (S-CD) no método DPPH, utilizando
em ambos 200 ug/mL de Carbon Dots.

Ainda de acordo com o grupo, a atividade antioxidante mais forte no método
ABTS esta relacionada a hidrofilicidade e boa dispersdo em agua dos CDs. Por ou-
tro lado, a atividade antioxidante mais baixa no método DPPH é associada a menor

interacdo entre os radicais e os CDs em solugéo de metanol.
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Figura 25. Sintese de Carbon Dots utilizando acafrdo da terra funcionalizado com enxofre com pro-

priedades antioxidantes.
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Fonte: ROY et al. (2022)

Varillas et al. (2022) obtiveram Carbon Dots com propriedades antioxidantes
derivados do suco de tomate, via método hidrotermal. Os testes foram avaliados pe-
lo método DPPH e foi sugerido um mecanismo para explicar a acdo antioxidante dos

CDs frente ao radical gerado pelo método (Figura 26).

De acordo com os autores, como a superficie dos CDs era composta por gru-
pos -OH e -COOH, ao interagir com o radical livre, eles acabavam doando atomos
de hidrogénio e, possivelmente, se estabilizavam por deslocalizacdo do elétron de-
semparelhado por ressonancia no nucleo ou as ligacées quimicas dos grupos funci-

onais na superficie eram rearranjadas.

Figura 26. Mecanismo de inibicdo do radical pelos CDs antioxidantes.
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Fonte: Varillas et al. (2022)



39

Assim, por se tratar de pesquisas recentes, estudos relacionados a utilizacao
de CDs como agente antioxidante ainda precisam ser ampliados na academia, visto
que eles tém demonstrado resultados significativos que podem ampliar suas areas
de aplicacéo.

2.7 Filmes fluorescentes a base de Carbon Dots aplicados como sensores de

temperatura

A temperatura € um parametro termodindmico essencial que influencia vérias
reacbes quimicas, processos biolégicos, bem como diagnésticos médicos
(MOHAMMED e OMER, 2020). Portanto, ao longo dos anos, varios equipamentos e
materiais para medir a temperatura foram desenvolvidos, como representados na

linha do tempo da Figura 27.

Dessa forma, como as buscas por sensores térmicos mais precisos, nao inva-
sivos e resistentes ao calor tém sido constantes, os Carbon Dots surgem como Oti-
mas alternativas para atuar na nanotermometria, pois sdo materiais sensiveis a tem-
peratura em que as informacfes podem ser obtidas por meio da intensidade de fluo-
rescéncia, deslocamento de banda e/ou pelos dados de tempo de vida (KHAN et al.,
2021).

Complementarmente, como relatado nesse trabalho, os CDs podem apresen-
tar propriedades importantes, como as antioxidantes, e contribuir com sinteses sim-
ples e de baixo custo, podendo tornar a producdo dos sensores térmicos mais
econbmicos (LOU et al., 2021).
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Figura 27. Linha do tempo mostrando a evolucao dos termémetros.
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Fonte: MOHAMMED e OMER (2020).

Fundamentado nisso, Atabaev et al. (2019) prepararam CDs por meio do mé-
todo hidrotermal utilizando dextrose e ureia como precursores. As NPs obtidas apre-
sentaram emissdo maxima em 502 nm, sob excitacdo de 400 nm, e sua fluorescén-

cia foi avaliada na faixa de temperatura de 25 a 90 °C para aplicacdes termométri-
cas.

Logo, os pesquisadores observaram que a intensidade de fluorescéncia dimi-
nuia com o aumento da temperatura, demonstrando uma tendéncia linear com coefi-
ciente de correlagcdo (R?) = 0,9898 (Figura 28). Segundo 0s autores, esse compor-
tamento é atribuido ao aumento dos defeitos na superficie dos CDs, os quais contri-
buem em emissdes ndo radiativas. Em contrapartida, as emissdes radiativas predo-

minam em baixas temperaturas, sendo o numero de fétons emitidos maior.

Figura 28. A) Influéncia da temperatura na fluorescéncia dos CDs e B) coeficiente de correlagdo en-
tre a intensidade de fluorescéncia e a temperatura.
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Fonte: ATABAEV et al. (2019).
Khan et al. (2021) desenvolveram Carbon Dots oriundos do trissédio e L-

Cisteina, também via método hidrotermal. Os CDs sintetizados apresentaram
emissdo no azul, independente da excitacdo, e sua aplicacdo na deteccéo
fluorescente de temperatura foi estudada por meio dos espectros de fluorescéncia e
tempo de vida. Os dados foram obtidos variando a temperatura na faixa de 20 a 70
°C.

Como resultado, foi relatado que a intensidade de emisséo e o decaimento do
tempo de vida dos CDs se correlacionavam linearmente, ou seja, também diminuam
progressivamente com o aumento da temperatura, apresentando R2= 0,997 e 0,996,
respectivamente (Figura 29).

Ademais, esse comportamento foi associado ao processo de decaimento ndo
radiativo quando os CDs eram submetidos a alta temperatura, assim como citado no

trabalho anterior.

Figura 29. Efeito da temperatura na A) intensidade de fluorescéncia e B) tempo de vida dos CDs
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Fonte: KHAN et al. (2021).

Ainda que vérios trabalhos relatem o uso dos Carbon Dots na nanotermome-
tria, sdo poucos os estudos relacionados a termometria de CDs no estado sélido
(CHEN, Y. et al., 2016; MOHAMMED; OMER, 2020). Pesquisadores relatam que
iSso ocorre porque geralmente a emissao dos CDs sofre "Efeito de Quenching” (per-
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da ou diminuicdo da fluorescéncia), associado a autofluorescéncia das nanoparticu-
las que se encontram aglomeradas em estado sélido e resultam em emissfes nao
radiativas (CHEN, Y. et al., 2016; MOHAMMED; OMER, 2020; ZHANG, Hao et al.,
2020).

Fundamentado nisso, cientistas tém buscado estratégias para manter a
fluorescéncia dos CDs em estado solido. Assim, a forma que vem sendo
frequentemente utilizada € representada no esquema da Figura 30, em que s&o
empregadas matrizes poliméricas para incorporacdo das NPs a fim de impedir a
agregacdo dos CDs e conservar suas propriedades oticas (CHEN, Y. et al., 2016;
JIANG, Yingnan et al., 2020; TASPIKA et al., 2019; XIE, M.; WANG, Jihong; ZHAO,
H., 2018).

Figura 30. Esquema ilustrativo de Carbon Dots acoplados em matriz polimérica.

Apoés
| incorporagao
Qﬁ'l’( J em matriz
Carbon Dots \’; N polimérica
Aglomerados )I\ Q“

O

Fonte: Autora, 2023.

Por conseguinte, Taspika e colaboradores (2019) sintetizaram CDs a partir do
acido citrico e ureia via método hidrotermal a 160 °C/5 h. Eles incorporaram as NPs
em matriz de PVA (&lcool polivinilico) para um estudo comparativo das propriedades
oticas entre os CDs em solucdo e os CDs agrupados em PVA (CDs/PVA), bem
como avaliar o comportamento do CDs/PVA sob diferentes temperaturas (Figura 31).

Os resultados mostraram que o CDs/PVA exibiu maiores rendimento quantico
e tempo de vida que os CDs aquoso, além de um deslocamento para um menor
comprimento de onda de emisséo (efeito hipsocromico/blueshift), que foi associado
as ligacoes de hidrogénio promovidas pela interacéo entre os CDs e PVA.
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Ademais, o filme avaliado frente as diferentes temperaturas apresentou uma
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia de 100 a 150 °C, em que 0s autores
relacionam esse comportamento ao rompimento das ligacdes de hidrogénio do
CDs/PVA.

Figura 31. (A) Fotoluminescéncia dos CDs e CDs/PVA, (B) Fotoluminescéncia do CDs/PVA sob dife-

rentes temperaturas e (C) Imagens do CDs/PVA submetido a luz natura e ultra-violeta (UV).
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Fonte: Adaptado de TASPIKA et al. (2019)

Apoés, Zhang, Hao et al. (2020) também desenvolveram um filme a base de
Carbon Dots, porém utilizando N-aminoetilpiperazina e &acido citrico como precurso-

res, e a resina epéxi como suporte.

O filme obtido foi aplicado como um sensor de temperatura demonstrou uma
diminuicao de fluorescéncia a medida em que a temperatura era aumentada de 25 a
90°C (Figura 32). Eles atribuiram isso a agregacao dos CDs ou um possivel efeito
sinérgico causado entre os grupos funcionais contendo oxigénio e as ligacdes de
hidrogénio.

Os autores demonstraram ainda que os CDs possuiram reversibilidade refe-
rente a medicdo de temperatura e boa capacidade de recuperacdo, o que significa
dizer que as NPs néo sofriam danos em sua estrutura, sendo capazes de terem sua
fluorescéncia recuperada.
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Figura 32. (A) Teste ciclico do efeito de temperatura na fluorescéncia dos CDs, (B) Emissao depen-

dente da temperatura do filme e (C) Imagens do filme a base dos CDs e resina ep6xi sob luz natural e
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Fonte: Adaptado de ZHANG, Hao et al. (2020)

Portanto, ainda que esses trabalhos demonstrem a utilizagdo dos CDs na
producgéo de filmes fluorescentes aplicados na termometria, estudos nesse sentido
séo escassos. Alem disso, a reversibilidade do filme e seus estudos de sensibilidade
térmica relativa e absoluta, ainda precisam ser estudados, visto que sdo necessarios

para determinar a eficiéncia do material em aplicacdes termomeétricas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar filme fluorescente baseado em PVA e Carbon

dots derivados do extrato do bagaco de limao para ser empregado como agente

antioxidante e sensor de temperatura.

3.2 Objetivos especificos

v
v

Sintetizar Carbon Dots por microondas oriundos do extrato de lim&o;
Caracterizar os materiais em termos de estrutura, morfologia e luminescéncia,
Realizar ensaios de atividade antioxidante e viabilidade celular dos Carbon
Dots;

Produzir filme fluorescente a base de Carbon Dots e PVA,;

Realizar testes de termometria do filme fluorescente.



46

4 METODOLOGIA

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Materiais Luminescentes e
Estudos Ambientais (LUMIAM), localizado no Instituto de Quimica e Biotecnologia
(IQB) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Nesse ambito, para o desenvol-
vimento do trabalho, a metodologia foi realizada em etapas, que serdo descritas nos

topicos a sequir.
4.1 Materiais e reagentes

Para realizagdo das sinteses dos Carbon Dots e filmes fluorescentes, foram
utilizados limdes Taiti (citrus latifélia) adquiridos em feiras livres de Maceio (SisGen:
A4098F3). O glicerol e PVA (&lcool polivinilico) 99+% hidrolisado foram obtidos da
Sigma-Aldrich e a &gua ultrapura (18,8 MQ cm) foi coletada pelo sistema Master
System MS2000 (Gehaka, Brasil).

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Sintese dos Carbon Dots derivados do bagaco de liméao

Inicialmente, o bagaco de lim&o Taiti foi cortado em quatro pedacgos para
realizar a pesagem do material na balanca analitica. Apds cortado, 60 g do bagaco
foram adicionadas em um béquer de 250 mL contendo 130 mL de agua deionizada,
o qual foi adicionado a chapa de aquecimento e permaneceu em agitacao durante
60 min a 100 °C para obtencao do extrato (SANTOS, A. B. Dos et al., 2020).

Posteriormente, a solucao resultante foi filtrada em filtro de papel para sepa-
rar o extrato do liméao de seu bagaco. Assim, 50 mL do filtrado foram adicionados em
um béquer de 500 mL e a solucao foi submetida a reacdo em micro-ondas a 720 W
durante 5 min, com paradas periédicas a cada 10 segundos. Ao finalizar a sintese,
50 mL de agua deionizada foram acrescentados ao béquer contendo a nanoparticula
obtida para dispersar o conteudo.

Por fim, o sobrenadante foi centrifugado a 15000 RPM/10 min e filtrado em
membrana de 0,22 um para remog¢ao das particulas maiores. Os CDs foram adicio-
nados em tubos falcon, identificados como CD-L e armazenados em geladeira para

analises posteriores.
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Figura 33. Esquema representativo da obtencéo do CD-L.
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4.2.2 Producao do filme fluorescente a base de Carbon Dots e PVA

A principio, para producédo do filme foram pesadas 150 mg de PVA. Segui-
damente, 5 mL de &gua deionizada foram adicionados ao polimero e a solucéo foi
agitada durante 5 min a 85 °C, para solubilizacdo completa do material. Apds resfri-
amento, 250 ul do CDs-L concentrado (19,54 pug/mL) e 60 pl de glicerol foram acres-

centados a solucao.

O material foi agitado por mais 2 min, em temperatura ambiente, para mistu-
rar todos os componentes. Finalmente, 3 mL da solugéo obtida foram depositados
em placa de petri plastica (35 mm x 10 mm), que permaneceu na estufa a 50 °C/48 h
(SILVA, L.; CALADO, O.; BARBOSA, C., 2023; XIE, M.; WANG, Jihong; ZHAO, H.,
2018).

Figura 34. Representacdo da sintese do filme fluorescente.
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4.3 Caracterizagcfes

Os materiais produzidos foram caracterizados por meio de diferentes técnicas
para a compreensao de suas propriedades morfoldgicas, estruturais e fotofisicas.
Diante disso, foram realizadas técnicas de microscopia de transmissdo de alta reso-
lucdo (HRTEM), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), espectroscopia por absorcdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e

espectroscopia de fotoluminescéncia (PL).
4.3.1 Microscopia eletronica de transmissao

As imagens de microscopia eletrénica de transmissédo (TEM) foram obtidas
por meio do equipamento JEOL JEM-2100. Sendo assim, a solu¢cdo de CD-L foi de-
vidamente diluida e submetida ao banho de ultrassom para uma melhor dispersao
das nanoparticulas. Posteriormente, foram gotejadas sobre grids de cobre contendo

um ultrafilme de carbono e seguiu para as analises.
4.3.2 Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier

O espectro na regiédo do infravermelho (FTIR) do CD-L foi obtido utilizando o
equipamento Termo Scientific, modelo Nicolet. Para a aquisicdo das pastilhas dos
CDs, aproximadamente 50 pL da solucdo concentrada do CD-L foram gotejados em
20 mg de KBr. A amostra foi seca na estufa a 100 °C/ 24 h. Para as andlises, a faixa

espectral utilizada foi de 4000 a 400 cm™.
4.3.3 Espectroscopia por absorcao na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

A analise de espectroscopia por absorcdo na regiao UV-Vis do CD-L foi reali-
zada em um espectrofotbmetro Shimadzu UV-3600 (UV-VIS-NIR). A amostra foi pre-
viamente diluida e adicionada em uma cubeta de quartzo com caminho Optico de 1,0

cm. As bandas de absor¢des do CD-L foram analisadas na faixa de 200 a 700 nm.
4.3.4 Espectroscopia de Fotoluminescéncia

O espectro de fotoluminescéncia do CD-L foi obtido usando o
espectrofluorimetro modelo RF-5301 PC, Shimadzu (Téquio, Japdo). Portanto, a

amostra foi medida em uma cubeta de quartzo com caminho oOptico de 1 cm, sendo
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a emissdo monitorada de 350 a 700 nm. Para a fotoluminescéncia do Film-L, um
espectrofluorimetro Horiba-Jobin Yvon Fluorolog-3 com uma lampada de xendnio de

450 W e um tubo de flash de xenénio UV para excitacao continua foi utilizado.

Assim, o espectro de emissédo foi corrigido pela resposta espectral dos
monocromadores usando um detector de referéncia de fotodiodo de silicio para
monitorar e compensar a variagcao na saida da lampada de xendnio, com espectros

de correcéo tipicos fornecidos pelo fabricante.
4.3.5 Medidas de termometria por fotoluminescéncia

As medidas de temperatura foram realizadas usando um maédulo de controle
de temperatura. Esse mddulo foi fixado ao suporte horizontal de amostras acoplado
a um espectro fluorimetro Horiba-Jobin Yvon Fluorolog-3, conforme mencionado an-
teriormente. Esse controlador de temperatura foi configurado para operar da tempe-
ratura ambiente (298 K) até 343 K com estabilidade de temperatura estimada supe-
riora 1 K.

4.3.6 Rendimento Quantico Relativo

O rendimento quantico (RQ) relativo dos Carbon Dots foi determinado com
base no método relatado na literatura (VALE, 2015; YANG, Xuefang et al., 2019). O
sulfato de quinina foi usado como referéncia (RQ = 54% + 0%) em uma solucao
padrao de acido sulfarico 0,1 M. O rendimento quantico dos CDs (em agua) foi

calculado usando a equacéo abaixo:

_ Grady nz
Dy = Dgr (—) (T
Gradst/ \nsr

Onde o indice da férmula refere-se ao CDs e “ST” a solu¢édo padrao de sulfato
de quinina. O simbolo ® é o RQ, Grad o gradiente da analise de regressao linear e 0
n o indice de refragdo. Como o solvente utilizado no CD-L foi a 4gua, o indice de

refracéo é 1,33.
4.4 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium])) foi
usado para avaliar a viabilidade celular da linhagem de fibroblastos de pele humana
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(HFF1) tratada com CD-L. As células foram mantidas em uma incubadora de CO:2 a
37° C em meio Dulbecos Modified Eagle (DMEM) suplementado com 15% de soro
fetal bovino (FBS), 100 pg/mL de penicilina e 100 U/mL de estreptomicina, além de
1,5 mM de L-glutamina.

Logo, para realizar o ensaio, foram colocadas 3,5 x 103 células
(DMEM/SBF5%) e mantidas em uma incubadora por 20 horas para sua adesdo. Em
seguida, as células HFF-1 foram tratadas com CD-L em concentracfes de 100, 500
e 1.000 pg/mL por 24 h. Ap6s o tempo de exposi¢cdo, 23 uL de MTT (5 mg/mL) foram
adicionados a todos 0s pocos e a placa foi mantida na incubadora por 3 h.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e 150 pL de DMSO/poco
foram adicionados para revelar os cristais de formazan formados. Finalmente, a
densidade optica (DO) foi observada no comprimento de onda de 540 nm usando
um espectrofotdmetro, obtendo-se os valores de densidade Optica (DO) para

calcular a viabilidade das células em porcentagem usando a seguinte formula:

(DO de células tratradas) 00

Viabilidade (%) =

(DO de células nio tratadas)

Ainda, para analise estatistica dos resultados das células viaveis, foi usado o
teste ANOVA de uma via e os dados foram comparados usando o método de Tukey,

sendo a diferenca estatisticamente significativa aceita para p <0,05.
4.5 Atividade de captura de acido hipocloroso (HOCL)

A atividade de eliminagdo de HOCI foi realizada de acordo com Lucas et al.
(2021). A solucéo de HOCI foi preparada no momento da analise, ajustando o pH de
uma solucéo de NaOCIl a 1% (v/v) para 6,2 com adi¢cdo de H2SOa4. O sistema de rea-
céo consistiu na adicdo de tampéo de fosfato (100 mM, pH 7,4), solucédo de CD-L
(3,12 - 100 pg mL-1), solucao de diidrorodamina (DHR, 5 uM) e HOCI (5 uM).

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um leitor de microplacas
(Infinite® 200 PRO, TECAN, Mannedorf, Suica), a 37 °C, em comprimentos de onda

de 505 + 10 nm e 530 + 10 nm, para excitacdo e emissao, respectivamente.
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4.6 Atividade de captura do anion superoxido (O2-)

A atividade de eliminacdo do radical anion superoxido foi determinada de
acordo com Lucas et al. (2021). Em uma placa de 96 pocos, as seguintes solugbes
foram adicionadas as concentragfes finais indicadas: CD-L (3,12 a 800 pg/mL),
NADH (166 uM), NBT (43,3 uM) e PMS (2,7 uM).

O tampao de fosfato de potassio (19 mM, pH 7,4) foi usado para dissolver o
CD-L, NADH, NBT e PMS. Ademais, a quercetina foi empregada como padréo para
fins de comparacgao. Finalmente, o experimento foi realizado a 37 .C em um leitor de
microplacas (Infinite® 200 PRO, TECAN, Mannedorf, Suica), e a absorbancia foi
medida a 560 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os Carbon Dots foram obtidos por um método simples e rapido via microon-
das, a partir de fontes verdes de carbono, a saber extrato do bagaco de limao. Apés
a sintese e purificacdo, as NPs apresentaram concentragdo de 19,54 mg/mL, sendo
a quantidade total da sintese correspondente a 977 mg, visto que é produzido 50 mL
do CD-L. A figura 35 mostra a solucéo diluida (~ 1 mg/ mL) sob luz ambiente e luz
ultravioleta de 360 nm, exibindo aspecto incolor e fluorescéncia azul, respectivamen-

te.

Figura 35. Solucdo do CD-L antes e ap6s a radiacéo ultravioleta de 360 nm.

Fonte: Autora, 2023.

5.1 Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletrbnica de transmissdo de alta resolugdo (HRTEM) foi
utilizada para revelar informagdes sobre a morfologia e tamanho dos CDs (HUI,
2023). Nesse sentido, as imagens de HRTEM mostram que o CD-L apresenta
formato esférico com dispersao uniforme e uma distribuicdo média de tamanho de
2,47 £ 0,47 nm (Figura 36. A-D).

Na imagem ampliada exibida na Figura 36. C) é possivel observar a estrutura
altamente cristalina do CD-L, com um espacamento de rede de 0,21 nm,
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correspondente com o plano de difracdo (102) do carbono grafitico (HE, C. et al.,
2022).

Resultados similares também foram encontrados em alguns trabalhos de
Carbon Dots obtidos do liméo, a exemplo dos desenvolvidos por Ding et al. (2019) e
He, Meigin et al. (2018), em que os CDs apresentaram tamanhos meédios de
aproximadamente 7,5 nm e 3,1 nm, respectivamente, além de estruturas esféricas e

cristalinas.

Adicionalmente, as caracteristicas morfolégicas do CD-L indicam que ele
pode ser classificado como CQDs ou CNDs, devido a formacdo de nanoesferas
cristalinas (KOUTSOGIANNIS et al., 2020).

Figura 36. A-B) Imagens HRTEM, C) Imagem HRTEM e distancia interplanar para o plano (100) e D)

Distribuicdo do tamanho das particulas do CD-L.
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Fonte: Autora, 2023.

5.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
empregada para determinar os grupos funcionais na superficie dos Carbon Dots
(HUI, 2023). Sendo assim, o espectro de FTIR do CD-L (Figura 37. A) revelou uma



54

banda larga e intensa em cerca de 3440 cm™ atribuida a vibracdo de estiramentos

O-H, além de ligacdes C-H (sp?) em torno de 2930 cm™.

Os picos em 1720, 1400 e 1200 cm™ indicam a presenca C=0, C=C e C-N
associados aos grupos oxigenados na superficie do Carbon Dots, formacédo de
poliarométicos em seu nucleo grafitico e compostos nitrogenados na superficie,
respectivamente (DING et al., 2017, 2019).

Infere-se, portanto, que quando o extrato do lim&o foi aquecido no
microondas, as moléculas presentes na solucdo (Tabela 3) foram carbonizadas,
levando a formacéo do nucleo grafitico do CD-L de dominios sp? (C=C) (LIU, M. L. et
al., 2019; MEDEIROS, DE et al., 2019). Por outro lado, os grupos oxigenados e
nitrogenados presentes no precursor funcionalizaram a superficie do CD-L, sendo os
grupos hidroxila e carbonila possivelmente os responsaveis pela boa hidrofilicidade

da nanoparticula (HE, Meiqgin et al., 2018).

Venugopalan e Vidya (2023) obtiveram resultados semelhantes quando
sintetizaram CDs utilizando a folha do lim&o via microondas, encontrando na
superficie das NPs principalmente grupos hidroxilas e carboxilas. Carbon Dots
desenvolvidos por Zhang, Yue e colaboradores (2023), por meio do suco de limao,
também apresentaram superficie rica em grupos oxigenados, sendo relatado ainda a

presenca de grupo amina.

Dessa forma, os resultados de FTIR do CD-L sdo condizentes com alguns
trabalhos da literatura que também utilizaram derivados do lim&o como precursor,
ainda que preparados por outros métodos. Ademais, alinhando esses resultados as
imagens de TEM, compreende-se que o CD-L possui um nucleo grafitico com
grupos oxigenados e nitrogenados na superficie derivados das moléculas organicas

do lim&o, como ilustrado na Figura 37. B.



55

Figura 37. A) Espectro de FTIR e B) Simulacao da estrutura do CD-L.
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Tabela 3 - Principais componentes no suco fresco de limao.
Componentes Férmula estrutural Quantidade (%)
Acido Citrico 0. _oH 6,30

OH (o)
o OH
OH
Acucar total O cnon 0,93
OH ?40
OH o CH,0OH
OH OH
Proteina H 0,38
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Q HO 0
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Fonte: Adaptada de HE, Meiqgin et al. (2018)

5.3 Espectroscopia de absorcao naregido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absorcdo no UV-Vis foi usada para analisar a regido em
gue os CDs absorvem energia. Assim, no espectro de UV-Vis do CD-L (Figura 38),

nota-se a presenca de trés bandas de absorcéo.

A banda de maior energia, visualizada em cerca de 226 nm, é atribuida as
transicdes eletrénicas 1-m* de ligac6es C=C do nucleo grafitico dos CDs (FAN et al.,
2022; KANG, C. et al., 2020; LOU et al., 2021). Simultaneamente, as bandas de ab-
sorcdo centradas em 278 e 320 nm correspondem as transi¢cdes eletrbnicas n-r* de
ligacdes C=0 e C-N de grupos oxigenados e nitrogenados na superficie do CD-L,
respectivamente (ZHAO, Q. et al., 2020).

Esses resultados corroboram com as ideias de Alas et al. (2020) e Hui
(2023), quando relatam que o espectro no UV-Vis dos CDs normalmente apresenta
bandas de absorcé&o na regido UV entre aproximadamente 230-330 nm, com uma

cauda que se estende até a regiao visivel.

Alas et al. (2020) complementam ainda que as bandas que aparecem em

torno de 230 a 270 nm séo caracteristicos das transicdes eletrénicas 1-1m* das liga-
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cOes C=C e as que surgem entre 300 e 330 nm sdo associados as transicdes eletro-

nicas n-m* de grupos de superficie dos CDs.

Figura 38. Espectro de absor¢édo UV-Vis do CD-L.
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Fonte: Autora, 2023.
5.4 Espectroscopia de Fotoluminescéncia (PL)

A espectroscopia de fotoluminescéncia foi usada para investigar as proprie-
dades luminescentes dos Carbon Dots. Logo, o espectro de fluorescéncia do CD-L
foi obtido variando o comprimento de onda de excitacdo (Aexc) na faixa de 306-366
nm, o qual revelou uma banda de emissdo centrada em 446 nm, com intensidade

maéaxima sob excitacdo de 336 nm (Figura 39. A).

Por meio desse espectro, é possivel visualizar também que a emisséo do CD-
L permanece no mesmo comprimento de onda, independente do Aexc, sendo esse
comportamento claramente analisado no diagrama de cromaticidade CIE (Figura 39.
B).

Embora existam alguns trabalhos de Carbon Dots com esse perfil na literatu-
ra, a maioria aborda CDs que apresentam emissédo dependente da excitagédo, sendo

0 mecanismo mais encontrado e melhor elucidado por pesquisadores (LIU, M., 2020;
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LIU, M. L. et al., 2019; ZHAO, Biao et al., 2022; ZHAO, Q. et al., 2020). Todavia, au-
tores associam a emissao independente do Aexc @ algumas caracteristicas dos CDs,
como seus tamanhos uniformes, presenca de estados moleculares e/ou grupos se-
melhantes na superficie com defeitos passivados (LI, Xiaoming et al., 2014; KHAN et
al., 2021; SINGH, A. et al., 2022; WEI, X. L. et al., 2023).

Desse modo, constata-se que a emissdo do CD-L possivelmente € originada
dos grupos funcionais oxigenados e nitrogenados presentes em sua superficie, 0s
quais foram detectados pelo FTIR (LIU, M. L. et al., 2019). Concomitantemente, sua
emissdo em 446 nm independente da excitacdo pode estar associada aos tamanhos
uniformes do CD-L, comprovados pelo TEM, e/ou a passivacdo da superficie causa-
da pelas moléculas orgéanicas do limédo, que pode ter tornado os estados energéticos
dos grupos funcionais similares (KHAN et al., 2021; SINGH, A. et al., 2022).

N&o obstante, é importante salientar que 0s mecanismos responsaveis pela
luminescéncia dos Carbon Dots vém sendo frequentemente discutidos na literatura,
sendo essas teorias supracitadas as que melhor explicam esses resultados até o

momento.

Figura 39. A) Espectro de fotoluminescéncia e B) Diagrama de cromaticidade CIE do CD-L.
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5.5 Fotoestabilidade e Rendimento Quéantico (RQ)

A fotoestabilidade dos CDs foi estudada para verificar se a fluorescéncia das
NPs seria degradada apds exposicao a luz (JAVED; O'CARROLL, 2021). Em vista
disso, a fotoestabilidade do CD-L foi avaliada por meio da espectroscopia de fotolu-
minescéncia, com a intensidade de fluorescéncia (IF) sendo monitorada sob excita-

céo de 330 nm durante 60 min continuos.

Por meio do espectro (Figura 40), pode-se notar que a IF do CD-L é pratica-
mente inalterada durante o tempo analisado, sendo a intensidade inicial (lo) equiva-
lente a 1 e a final (1) a 0,96, indicando que 96% da IF é mantida, com diminuicdo de

apenas 4%.

A maioria dos trabalhos que analisaram essa propriedade nos Carbon Dots,
relatados no artigo de Javed; O’Carroll (2021), apresentam decaimentos de IF
consideralvelmente mais altos; dentre os mencionados no texto, a diminuicao

ocorreu entre 5 a 15%.

Por essas razdes, considera-se que o CD-L possui excelente fotoestabilidade,
apresentando ser um bom material para aplicacdes que recorram a detec¢ao precisa
do sinal de fluorescéncia por longos periodos (ASMAA M. EL-SHAFEY, 2021,
JAVED; O'CARROLL, 2021).

Figura 40. Fotoestabilidade do CD-L sob radiagdo UV de 330 nm.
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Fonte: Autora, 2023.

O rendimento quéantico (RQ) é definido pela razdo entre o numero de fétons
emitidos e o namero de fétons absorvidos pela amostra (VALE, 2015). Portanto,
guanto maior o RQ dos CDs, mais efetivo é seu processo de fluorescéncia, uma vez

que ndo ocorrem perdas energéticas significativas por fenébmenos nao radiativos.

Baseado nisso, o rendimento quantico do CD-L foi calculado utilizando um
método comparativo, adotando o sulfato de quinina como referéncia, o qual apresen-
ta RQ de 54% (VALE, 2015; YANG, Xuefang et al., 2019).

ApGs os célculos realizados, descritos no item 4.3.3, o RQ encontrado para o
CD-L foi de 10%. Resultados parecidos sdo bem recorrentes na literatura, pois a

maioria dos Carbon Dots apresentam baixos valores de RQ (MURA et al., 2020).

Na tabela 1 e 2 mostradas nesse trabalho € possivel visualizar também essa
caracteristica, sendo possivel perceber ainda que para os CDs obtidos via microon-
das os valores estao entre aproximadamente 7 a 48 %.

Diante dessa perspectiva, o rendimento quantico pode ser aumentado varian-
do as condicBes de sintese, a composicdo quimica dos CDs, entre outras formas, na
tentativa de diminuir suas perdas de energia ndo radiativas (MURA et al., 2020; DA
et al., 2022). Todavia, a pretensao de obter CDs com rendimentos quanticos altos
depende principalmente de sua finalidade. No caso do CD-L utilizado em aplicacbes

termométricas, esse resultado ja € interessante.

5.6 Ensaio de viabilidade celular e avaliagdo das propriedades antioxidantes do
CD-L

O estudo de viabilidade celular foi realizado para testar a biocompatibilidade
do CD-L em células de fibroblastos ndo tumorais de pele humana (HFF-1). Assim, a
Figura 41 mostra os resultados do ensaio MTT do CD-L em compara¢dao com o con-
trole negativo (DMEM).

Apoés 24 horas de incubacdo com a amostra, os resultados mostraram que,
até uma concentracao de 1000 pug/mL, as células apresentaram viabilidade superior

a 85%, indicando a biocompatibilidade do CD-L. Os resultados obtidos corroboram
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com a literatura, quando geralmente atribuem a baixa citotoxicidade dessa classe de

nanoparticulas em varias linhagens de células nao tumorais [38, 39].

Baseado nisso, Dehvari et al. (2019) conseguiam sintetizar Carbon Dots por
meio de cascas de caranguejo com excelente biocompatibilidade (superior a 90%
até a concentracdo de 1000 ug/mL de CDs) em células de cancer cervical humano
(HelLa).

Similarmente, Roy e colaboradores (2022) obtiveram CDs derivados da cur-
cuma e realizaram testes de viabilidade celular em fibroblastos de camundongo, li-
nhagem L929. Apo6s 72h, os pesquisadores notaram que a viabilidade apresentada
pelos CDs era acima de 80%, complementando que na maioria dos casos, concen-
tragdes de 10 a 100 pg/mL de Carbon Dots causam uma diminuicdo de 10 a 20% na

viabilidade celular, sendo aceitavel sua aplicacdo na marcacéao celular.

Desse modo, os resultados de viabilidade celular do CD-L demonstram ser
promissores para aplicacdes biolégicas, mesmo em concentracdes mais elevadas
de 1000 pg/mL.

Figura 41. Viabilidade celular da linhagem de fibroblastos da pele humana (HFF1) tratada com CD-L

(100-1000 pg/mL). As barras representam a média * erro padrdo da média (SEM) das triplicatas rea-

lizadas no ensaio. Os dados sé@o expressos como % de células vidveis em compara¢cdo com o grupo
de controle (DMEM).
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Fonte: Autora, 2023.
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Ademais, a atividade antioxidante do CD-L foi avaliada frente as espécies rea-
tivas de oxigénio (ROS) HOCI e O2-. Os resultados demonstrados na Tabela 4 indi-
cam gue sua atividade antioxidante é direcionada principalmente para a eliminagéo
do HOCI, com um valor de ICso proximo ao da quercetina, que foi o padrdo positivo

usado.

E importante mencionar que o HOCI é o principal oxidante forte gerado pelos
neutrofilos e € um agente microbicida potente. Todavia, em altas concentracdes, po-
de levar a formacado de derivados clorados, como as cloraminas, que interferem na
dobragem de proteinas causando sua agregacao, tendo contribuicdo a progressao
de doencas neurodegenerativas (ANDRES et al., 2022).

Tabela 4 - Potencial de elimina¢do de O2°- e HOCI (IC50, média + SD) do CD-L.

Amostra 02" ICso l(_:zCrLL-l)
ICso (ug mL™1)
CD-L 276.8 +4.0 21.6+£0.7
Quercetina 28.6+2.8 82+27

Fonte: Autora, 2023.

Vale ressaltar que as propriedades antioxidantes dos CDs podem variar a de-
pender da natureza das espécies reativas, bem como da composicdo estrutural dos
CDs.

Assim, diferentes mecanismos sdo atribuidos a atividade antioxidante dos
CDs em relacao ao radical, como a transferéncia de hidrogénio pelos grupos funcio-
nais presentes em sua superficie, transferéncia de elétrons ou a formacédo de adutos
radicais em sitios de carbono sp? (HUANGFU et al., 2021; VARILLAS et al., 2022).
Esses mecanismos podem ocorrer individualmente ou em sinergia, aumentando o
potencial de eliminacdo (INNOCENZI; STAGI, 2023).

Baseado nisso, as propriedades antioxidantes do CD-L podem ocorrer princi-
palmente por transferéncia de hidrogénio e transferéncia de elétrons devido a pre-

senca dos grupos funcionais em sua superficie.
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5.7 Propriedades oticas do filme fluorescente

Como relatado nesse trabalho, incorporar os CDs em polimeros tem sido uma
das estratégias mais promissoras para manter as propriedades oticas dos Carbon
Dots no estado sdlido (CHEN, Y. et al., 2016; TASPIKA et al., 2019; MOHAMMED;
OMER, 2020; ZHANG, Hao et al., 2020). Assim, a fim de avaliar as propriedades
oticas do Film-L, os dados de absorcédo e emisséo foram registrados e estédo exibi-

dos na Figura 42.

O espectro de UV-Vis (Figura 42.A) do Film-L apresenta trés bandas de ab-
sorcdes similares ao CD-L aquoso, sendo a banda de menor energia referente a
transicéo eletrénica 1-m* de ligacdes C=C, e as bandas de transi¢cdes n-1* associa-
das aos grupos C=0 e C-N presentes na superficie da nanoparticula (FAN et al.,
2022; ZHAO, Q. et al., 2020; KANG, C. et al., 2020; LOU et al., 2021).

Complementarmente, pode-se observar no espectro de fotoluminescéncia
(Figura 42.B) que a emissdo maxima do Film-L € localizada em 425 nm (Aexc = 340
nm), indicando um deslocamento para um menor comprimento de onda, em compa-
racdo com o CD-L aquoso que apresentou emissdo em maxima em 446 nm, sob Aexc
= 336 nm (Figura 39.A).

Ainda, em menores Aexc (300 a 350 nm), a emissao do Film-L é independente
da excitacdo, similar ao CD-L. No entanto, sob excitacdo de 360 até 470 nm a emis-

sao passa a ser dependente, com um pequeno deslocamento para o verde.

Logo, essas alteracbes podem ter ocorrido porque quando a nanoparticula é
estabilizada no polimero, ligacdes de hidrogénio sdo formadas entre o PVA e os
grupos funcionais de superficie dos CDs (BANDI et al., 2018; TASPIKA et al., 2019).
Portanto, como os ambientes gerados pelo PVA e a solugéo aquosa sédo diferentes,

as propriedades oticas dos CDs podem sofrer alteracdes (BANDI et al., 2018).

Diante desses resultados, constata-se que apesar das modificacdes relatadas
0s espectros de absorcéo e emisséao do Film-L é similar ao CD-L aquoso, confirman-
do que o filme fluorescente produzido neste trabalho diminuiu os efeitos de agrega-
cdo e preservou as propriedades oticas dos Carbon Dots em estado sélido
(TASPIKA et al., 2019; ZHANG, Hao et al., 2020).
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Figura 42. A) Espectro de UV-Vis e B) Fotoluminescéncia do Film-L.
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Fonte: Autora, 2023.

Além disso, as imagens apresentadas na Figura 43. A-B mostram que o
Filme-L é incolor em luz ambiente e possui fluorescéncia azul brilhante sob luz UV

de 365 nm, semelhante ao CD-L aquoso (Figura 35).

Ainda, o filme fluorescente exibiu excelente flexibilidade e transparéncia, o
gue pode ser evidenciado na Figura 43.C e Figura 43.D, respectivamente. De forma

complementar, a transparéncia do Filme-L foi confirmada pelo espectro de UV-Vis
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(Figura 42.A), demonstrando que ele praticamente ndo absorve na regido do visivel
(400-700 nm).

Figura 43. A-B) Imagens sob luz ambiente e UV, C) teste de flexibilidade e D) transparéncia do Film-L

Fonte: Autora, 2023.

5.8 Propriedades termomeétricas do filme fluorescente

A fim de estudar o comportamento termométrico do Film-L, os espectros de
fluorescéncia foram registrados monitorando a intensidade da emissdo em relacdo a

variacdo de temperatura (Figura 44.A).

Os dados mostraram uma diminui¢cdo gradual na intensidade da luminescén-
cia com o aumento da temperatura, constatando que a emissdo do Film-L é de-
pendente da temperatura. Essa dependéncia pode ser atribuida a ativacao térmica
gue leva ao aumento do decaimento ndo radiativo, causado pelo rompimento das
ligacacoes de hidrogénio entre o CD-L e PVA (BANDI et al., 2018; DAVI et al., 2021;
TASPIKA et al., 2019).

Por meio desses dados, foi encontrada uma relacéo linear entre a maior in-

tensidade de fluorescéncia (I= 425 nm) e a temperatura (298 a 333 K) com R? =
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0,996 (linha azul da Figura 44.B). A partir dessa linearidade, foi possivel realizar o
calculo da sensibilidade térmica relativa (Sr) do termémetro (Film-L), independente-

mente de seu material precursor, sendo definido como Sr=1/A |0A/dT].

Logo, foi obtido um valor de Sr = 2,69% K a 298 K (linha vermelha da Figura
44.B), o que indica que o Film-L apresenta resultados promissores para atuar como
sensor de temperatura, pois a literatura estabelece que termométros com boa sensi-
bilidade apresentam valores de Sr superiores a 1% K (ERRULAT et al., 2019;
SUTA et al., 2020; MOHAMMED; OMER, 2020; DAVI et al., 2021).

Adicionalmente, para fins comparativos, os trabalhos encontrados na literatura
gue realizaram ensaios de termometria de Carbon Dots incorporados em polimeros,
nao relataram estudos sobre sensibilidade relativa ou absoluta, os quais séo consid-
erados paramétros importantes para garantir as aplicacdes termométricas do materi-

al.

Além de possuir uma 6tima sensibilidade relativa, a variagcdo de temperatura e
intensidade do Film-L (I = 435 nm) foi obtida durante alguns ciclos de aguecimento e
resfriamento da amostra. O resultado € mostrado na Figura 45, indicando que o
Film-L possui boa reversibilidade de fluorescéncia, o qual podera ser utilizado diver-

sas vezes para essas medicoes.

A partir desses dados, a reprodutibilidade do termdémetro também foi calcula-
da, apresentando um valor equivalente a 98,6%, revelando que o desvio experi-

mental maximo néo é superior a 1,4%.
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Figura 44. A) Espectro de emissao do Film-L variando a temperatura em 298-333 K com excitagédo
de 330 nm e B) Temperatura dependente da intensidade (I=425 nm, linha azul) (linearidade com R2? =
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Figura 45. Variacao da temperatura e da intensidade (I = 425nm) obtido durante 4 ciclos consecuti-
vos de aquecimento/resfriamento.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, os Carbon Dots foram obtidos com sucesso por um méto-
do simples e r4pido via microondas, a partir do extrato aquoso do bagaco de limao.
As técnicas de caracterizac¢do foram fundamentais para elucidacao do material.

Por meio do TEM foi possivel descobrir o formato esférico do CD-L e seu ta-
manho médio de 2,47 + 0,47 nm, enquanto o FTIR demonstrou os grupos funcionais

presentes em sua superficie, sendo eles oxigenados e nitrogenados.

O UV-Vis indicou as regides de absorcao caracteristicas de transigdes 1-1* e
n-m* do CD-L, assim como a PL evidenciou sua alta fluorescéncia azul, independen-
te do comprimento de onda de excitacdo, e confirmou sua excelente fotoestabilida-
de.

Ademais, o CD-L também se mostrou eficiente na captura de espécies reati-
vas de oxigénio, principalmente para o HOCI, e na viabilidade das células HFF-1,

com resultado superior a 85%.

O filme fluorescente produzido por meio do CD-L e PVA demonstrou 6tima
flexibilidade, sendo transparente em luz ambiente e altamente fluorescente sob luz

UV, com propriedades luminescentes semelhantes ao CD-L disperso em agua.

Ainda, o Film-L apresentou fluorescéncia dependente da temperatura, com a
intensidade reduzida gradualmente a medida em que a temperatura era aumentada.
Além disso, a sensibilidade térmica relativa do Film-L foi de 2,69% K a 298 K, pos-

suindo estabilidade ao longo de quatro ciclos.

Por conseguinte, o CD-L € um excelente candidato para futuras aplicacdes de
importancia quimica e bioldgica, tanto em meio aquoso como estabilizado em filmes

poliméricos.
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