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RESUMO

Neste trabalho relatamos a sintese de trés tipos de pontos quanticos de carbono (CDs)
0 primeiro com nitrogénio na superficie, derivado da quitosana e os outros dois com
nitrogénio e enxofre em sua superficie, derivados da cisteina e dansila. A mudanga na
temperatura faz com que as propriedades Opticas de todos os CDs mudem. Para
desvendar essas mudancas, realizamos medicdes espectroscopicas no estado sélido em
dois estagios em temperaturas variando de 303 a 453 K. Para o primeiro estagio de
aquecimento, o espectro de emissdo mostrou um desvio para o vermelho de 20 nm
para os CDs de quitosana, de 67 nm para o de cisteina e um pequeno desvio para 0
azul nos CDs de dansila. Para os CDs de quistosana, ap0s o aquecimento foi obtido
uma mudanca no perfil de absorc¢éo, isso indicou que houve uma mudanca nos estados
de superficie, além disso seu baixo fator de Huang-Rhys e a ndo dependéncia da
largura de banda com a temperatura, mostrou uma fraca interacao elétron-fénon. Para
0s CDs de cisteina, 0 aumento da temperatura também provocou uma mudanca no
perfil da absorcdo, e um aumento no tamanho médio dos CDs, o0 que indica que o
desvio para o vermelho foi provocado pela mudanca nos seus estados de superficie e
pelo aumento das particulas. Vale ressaltar que os valores do fator de Huang-Rhys
apresentaram valores baixos, entretanto sua largura de banda teve uma dependéncia
com a temperatura, porém seus valores também foram baixos, indicando uma baixa
interacdo elétron-fonon. Os CDs de dansila, além do desvio para o azul, ndo mostrou
alteracdo no espectro de absorcdo. Entretanto, seu espectro de FTIR teve variagdes
consideraveis, fazendo assim com que se justificasse o desvio para o azul. Além disso
tanto 0os C-CDs e os D-CDs conseguiram marcar o citoplasma de células. Este trabalho
pode abrir uma nova perspectiva para o desenvolvimento de novas estratégias de
modulacéo de superficie para pontos quanticos de carbono submetidos a tratamento

térmico pds-sintese.

Palavras Chaves: Pontos Quanticos de Carbono; Temperatura; Fotoluminescéncia.



ABSTRACT

In this work we report the synthesis of three types of carbon dots (CDs), the first with
nitrogen on the surface, derived from chitosan and the other two with nitrogen and
sulfur on its surface, derived from cysteine and dansyl. The change in temperature
causes the optical properties of all CDs to change. To unravel these changes, we
performed spectroscopic measurements in solid state in two stages at temperatures
ranging from 303 to 453 K. For the first heating stage, the emission spectrum showed
a 20 nm redshift for chitosan CDs, from 67 nm for cysteine and a small blue deviation
for dansyl CDs. For the cysts of CDs, after the heating a change in the absorption
profile was obtained, this indicated that there was a change in the surface states, in
addition to its low Huang-Rhys factor and the non-dependence of the bandwidth with
the temperature, showed a weak electron-phonon interaction. For the cysteine CDs,
the increase in temperature also caused a change in the absorption profile, and an
increase in the average size of the CDs, which indicates that the red shift was caused
by the change in their surface states and by the increase in particles. It is worth
mentioning that the values of the Huang-Rhys factor showed low values, however their
bandwidth had a dependence on temperature, but their values were also low, indicating
a low electron-phonon interaction. The dansyl CDs, in addition to the blue shift,
showed no change in the absorption spectrum. However, its FTIR spectrum varied
considerably, making the blue shift justified. In addition, C-CDs and D-CDs marked
the cell cytoplasm. This work can open a new perspective for the development of new
strategies of surface modulation for carbon points submitted to heat treatment after

synthesis.

Key words: Carbon dots; Temperature; Photoluminescence.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os pesquisadores tiveram um interesse sem precedentes no campo
da nanotecnologia e nanociéncia, que é atualmente um dos mais atraentes e de crescimento mais
rapido’. Muitos especialistas comparam a revolugéo industrial do século XIX com a “nano
revolucdo” e prometem fornecer produtos inovadores em areas estratégicas como energia,

medicina, informacao, seguranca, meio ambiente e inddstriaZ.

O discurso de Richard Feynman na reunido anual da American Physical Society no
California Institute of Technology (Caltech) em 1959 foi um marco histérico e cientifico no
desenvolvimento antecipado da nanotecnologia, e o termo ndo foi usado na época. Nessa
palestra, intitulada There’s Plenty of Room at the Bottom, referiu-se a possibilidade de
manipular a matéria a escala atdbmica e molecular e discutiram-se consequéncias em termos de
progresso cientifico nesse novo contexto®. As previsdes de Feynman incluem a miniaturizacio
de dispositivos de armazenamento de informacdes e o desenvolvimento de microscdpios com
recursos de resolucdo atdbmica. Porém, a nanotecnologia é efetivamente produzida devido a
precipitacdo do conhecimento cientifico em diferentes campos, e 0s avancos tecnoldgicos
recentes tém contribuido de forma decisiva para o desenvolvimento da nanotecnologia, ou seja,
a descoberta e 0 aprimoramento de microscopios que podem caracterizar nanoestruturas, e

calculos mais potentes, métodos e novas técnicas de sintese em nanomateriais®.

A invencdo do microscopio de tunelamento (STM, do inglés, Scanning Tunneling
Microscopy) em 1980 feita por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, deu aos dois pesquisadores o
Prémio Nobel de Fisica de 1986° ®. No STM, uma diferenca de potencial é aplicada entre a
superficie da amostra e uma sonda muito fina, que se aproxima da superficie do material a ser
analisado a uma distancia atdmica, gerando uma corrente pelo efeito de tunelamento entre a
ponta da sonda e a superficie. O modo de medi¢do no STM move a sonda ao longo da superficie
(plano xy) para escanear uma area especifica da amostra, mantendo assim a intensidade da
corrente entre a ponta e a superficie constante®. O ajuste da posicao vertical da ponta (altura z)
gera um mapa de contorno da superficie, que 0 computador processa para criar uma imagem do
atomo. Em 1990, os cientistas da IBM usaram o STM para manipular 35 &tomos de xendnio,
movendo um atomo por vez para “escrever” as iniciais 1-B-M (Figura 1.1)7, divulgando assim

amplamente a manipulacdo unica de atomos. A invencdo do STM é baseada na poderosa teoria
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cientifica inventada no século 20, ou seja, a teoria quantica, que abriu caminho para uma nova

revolucdo tecnoldégica em nanotecnologia no século 21.

Figura 1. 1: Logo da IBM feito com um STM e usando 35 4&tomos de xendnio.
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Fonte: https://cen.acs.org/analytical-chemistry/imaging/30-years-moving-atoms-scanning/97/i44

As caracteristicas dos nanomateriais estdo incorporadas em um determinado tamanho
(a chamada dimensao critica), abaixo do qual pelo menos uma caracteristica é diferente, e para
cada caracteristica deste material, existe uma dimensdo critica especifica. Para as mesmas
caracteristicas, existem diferentes dimensdes criticas dependendo do material. Outro fator que
afeta o desempenho do material desta escala é a forma de suas particulas, e sempre que houver

uma mudanca a forma muda®.

A dimensionalidade é um recurso importante que pode ser usado para segregar
diferentes estruturas de nanomateriais®. Embora diferentes classificacdes possam ser escolhidas
para nanomateriais (por exemplo, de acordo com a morfologia, dimensionalidade e
composicgdo), categoriza-los com base nas dimensdes de confinamento é o principal meio de
classificagdo. De acordo com esta definicdo, em nanomateriais de dimensdo zero, todas as
dimensdes (X, Y e Z) estdo na nanoescala, ou seja, <100 nm, enquanto que para hanomateriais
unidimensionais e bidimensionais, duas e uma das dimensdes sdo em nanoescala,
respectivamente. Da mesma forma, as nanoestruturas tridimensionais sdo constituidas por

nanomateriais de dimensao zero, unidimensional e bidimensional como blocos de construcao®®.
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Nanomateriais de dimensao zero: Os pontos quanticos sdo 0s principais materiais
em dimenséo zero, eles sdo nanocristais semicondutores fluorescentes com um didmetro tdo
pequeno quanto 1-10 nm. Eles sdo compostos de um nucleo semicondutor, que é revestido por
uma casca semicondutora. Os invélucros mais comumente usados incluem seleneto de cadmio,
telureto de cadmio, zinco-cadmio, seleneto de chumbo e sulfeto de zinco, que sdo usados para
aumentar a propriedade Optica de pontos quanticos e fazer uma cobertura para facilitar a
solubilidade aquosa, especialmente em relacio a aplicacdes bioldgicas e biomédicastt. Esses
nanocristais foram explorados por Louis Brus e principalmente empregados para aplicacdes
biomédicas'?. A motivagio para usar o nome “ponto quantico” para esses materiais ¢ sua
experiéncia de confinamento quantico, o que significa que o tamanho da particula restringe a
funcdo de onda do elétron. Devido a essa propriedade, 0s pontos quanticos tém uma energia de
gap de energia dependente do tamanho!3. Os pontos quénticos tém sido usados em uma ampla
gama de aplicagdes, como deteccdo quimica, entrega direcionada, biossensor, bioimagem,

nanomedicina, fotocatalise e eletrocatélise®®.

Nanomateriais unidimensionais: Os dois principais materiais unidimensionais sao
0s nanotubos e o0s nanofios. A descoberta de nanotubos de carbono (CNTs) em 1991 motivou
significativamente pesquisadores em todo o0 mundo a estudar nanoestruturas unidimensionais®®.
Os nanotubos sdo considerados tubos microscépicos com diametros inferiores a 100 nm,
enquanto seu comprimento esta fora da nanoescala. Os nanotubos geralmente tém uma estrutura
oca. Devido as propriedades Unicas propostas pela geometria dos nanotubos, tem sido de
particular interesse para 0s pesquisadores nas Gltimas décadas. Os nanotubos sdo reconhecidos
como nanomateriais predominantes que possuem estrutura unidimensional, o que significa que
uma de suas dimensdes esta além da nanoescala'®. Os nanotubos sio eficazes em varios campos,
como remogido de metais pesados®’, salide humana'®, embalagem de alimentos'®, energia e

aplicacdes de biossensorizagio®.

Nanofios sdo materiais nanométricos com alguns nanémetros de didmetro e um
comprimento muito maior?. Os elétrons nos nanofios sdo livres para viajar ao longo de seu
comprimento, mas seu movimento em direcdo as outras duas dimensdes é restrito pela mecénica
quantica, o que resulta em variagdo de suas caracteristicas. Os nanofios exibem propriedades
unicas que os tornam notavelmente diferentes de seus equivalentes em massa. Por exemplo,
nanofios semicondutores com caracteristicas eletronicamente comutaveis tém sido aplicados

com sucesso como agentes de deteccdo. Nesse sentido, conjuntos de eletrodos de nanofios de
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cobre tém sido aplicados como sensores eletroquimicos de nitrato sensiveis com a capacidade

de detectar no nivel micromolar??.

Nanomateriais bidimensionais: Nanofolhas que sdo conhecidas por possuirem
morfologias geomeétricas bidimensionais sdo criadas como resultado da quebra de nanocamadas
continuas. Algumas de suas caracteristicas distintas incluem grande &rea de superficie, estrutura
altamente plana, mobilidade aprimorada de elétrons e propriedades semicondutoras. Devido a
essas caracteristicas, uma variedade de aplicacdes sdo definidas para nanofolhas?®. Por
exemplo, nanofolhas de TiO. sdo sintetizadas usando varios meétodos, incluindo técnicas
hidrotérmicas, solvotérmicas, alcootérmicas, CVD e sol-gel?*. A nanofolha mais conhecida e
estudada € o grafeno, que foi descoberto em 2004 na Universidade de Manchester por Andre
Geim e Konstantin Novoselov, que conseguiram obter através do método de esfoliacdo

mecanica uma monocamada de grafeno?.

Nanomateriais tridimensionais: Nanomateriais tridimensionais sdo nanomateriais
volumosos que estdo em todas as trés direcdes. Os nanomateriais tridimensionais contém
principalmente nanomateriais zerodimensionais, unidimensionais e bidimensionais como

blocos de construg&o?®.

Ao longo dos anos, diversos nanomateriais continuaram a ser desenvolvidos. Um em
especial foi descoberto por acaso em 2004, por Xiaoyou Xu, em que durante a purificacdo de
nanotubos de carbono foram observadas nanoparticulas fluorescentes. Ao fazerem um estudo
mais aprofundado, desvendaram que essas nanoparticulas se tratavam de Pontos quanticos de
carbono (CDs, do inglés, Carbon Dots), que por sua vez, possuiam dimensdo zero?’. Ao
contrario dos outros nanomateriais de carbono, os CDs possuiam uma fluorescéncia dentro do
espectro visivel, o que poderia abrir novas possibilidades de aplicagdo. Sua estrutura
inicialmente era composta de um ndcleo de carbono e algumas hidroxilas na superficie, porém,
em 2006 um grupo de pesquisadores passivou sua superficie com o poli (etilenoglicol)
oligomérico terminado por diamina (PEGzs00n), COMo podemos observar na figura 1.2, e sua
luminescéncia resultou em um aumento na sua eficiéncia quantica, tornando o material muito

mais atrativo, além de fazerem experimentos para marcacio de materiais biol6gicos?®.
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Figura 1. 2: Modo de passivagdo dos CDs com PEGisoon.
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Fonte: Imagem adaptada pelo autor?,

Os CDs possuem como principais caracteristicas a biocompatibilidade, baixa
toxicidade, comprimentos de onda de excitacdo e emissdo sintonizaveis, baixo custo,
solubilidade superior na agua e fotoestabilidade, o que tem levado a um aumento exponencial
nas pesquisas nos Gltimos 10 anos?% 3% 3L,

As propriedades Opticas dos CDs foram extensivamente investigadas e a maioria dos
trabalhos tem como base a fotoluminescéncia (PL, do inglés, Photoluminescence) associada a
variedade de procedimentos de sintese. O espectro de emissdo dos CDs pode ser ou ndo
dependente do comprimento de onda de excitacdo e o estado de superficie é considerado o
principal motivo para isso. Alguns estudos mostraram uma dependéncia da fotoluminescéncia
com o tamanho3% 3334 % estados de superficie® 37 3 e heteroatomos (presenca de oxigénio,
nitrogénio ou enxofre) dos CDs%% 40, Essas propriedades podem ser definidas durante o processo
de sintese ou através de algum tipo de tratamento pos-sintese.

O espectro de PL dos CDs mostra dependéncia com a excita¢do, o pH, o solvente e
temperatura®® 1. Diversos trabalhos mostram a influéncia da temperatura na PL dos CDs pos-
sintese. A andlise da temperatura pode ser explicada pelo mecanismo da fluorescéncia®® 3% 33,
Na maioria dos casos, a intensidade da PL diminui com o aumento da temperatura. Além disso,
é observada uma mudanca nos espectros de PL quando a temperatura varia®3 ¢

A explicagdo mais clara para a diminuigdo da PL é a ocorréncia de relaxamento nédo
radioativo termicamente ativado®® L. Alguns estudos mostram que a mudanga de espectro é
uma relacdo entre o crescimento dos CDs e os aumentos de temperatura. Esse efeito ja é
conhecido em outros materiais de nanoestruturas®. Além disso, diferentes conteldos,
proporcdes de heteroatomos na superficie podem influenciar o aspecto da PL. Alguns trabalhos
melhoraram muitas rotas e definiram os espectros de PL sobre cada tipo de sintese* 4. E
importante notar que é possivel fazer algum tipo de tratamento apds a sintese, como reagdo

quimica, variar o solvente, adicionar ions, variar o pH ou a temperatura nos CDs%% 32,
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Nessa tese iremos explorar as propriedades luminescentes dos CDs em funcdo da
temperatura. Aqui abordamos trés tipos de CDs diferentes: o primeiro, descrito no capitulo 4
relata as propriedades luminescentes de CDs feitos a base de quitosana, que € um material rico
em grupos amina. Os outros dois materiais, descritos no capitulo 5, sdo os CDs a base de enxofre
(S) e nitrogénio (N), que usamos como material base a dansila e a cisteina, além disso
realizamos uma aplicagdo para imageamento celular. Esses resultados nos proporcionam um

melhor entendimento das propriedades luminescentes dos CDs.
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2 PONTOS QUANTICOS DE CARBONO

Neste capitulo estudaremos as propriedades Opticas dos CDs, seus principais
mecanismos de fluorescéncia, apresentando as duas principais causas. Também discutiremos o
efeito da dopagem em suas propriedades luminescentes, e o efeito da temperatura em suas

propriedades dpticas.

2.1 Propriedade Opticas dos Pontos Quanticos de Carbono

2.1.1 Absorcao dptica dos pontos quéanticos de carbono

Em sistemas organicos conjugados, ocorre frequentemente a absorcdo do espectro do
ultravioleta até o visivel; os CDs, por sua vez, apresentam a mesma caracteristica de absorcéo.
O processo de absorcdo de materiais organicos acontece pelo fato de as moléculas absorverem
determinado comprimento de onda, estabelecendo transicGes eletrdnicas que podem ser do tipo
o—o*,m—n", n—o*en—n** As bandas de absorcdo atribuidas aos CDs sdo as ligaces
m—m* e n— m*, provenientes das ligagdes C=C e C=0 estdo em torno de 200 até 300 nm*®.
Contudo, a funcionalizagdo da superficie pode fazer com que os CDs apresentem bandas de
absorcdo para comprimento de ondas maiores, como descrito por Hu et. al*2, que passivando a
superficie com grupos amina percebeu uma banda de absorcdo em 350 nm, que foi atribuida a

absorcéo feita por ligagdes com nitrogénio.

O espectro de absorcdo dos CDs é uma das principais ferramentas de caracterizacao.
Por possuir bandas bem especificas, essa propriedade Optica se torna uma forma de facilitar a
comprovagdo da sintese dos CDs*. Na figura 2.1 é apresentado um espectro de absorgéo
molecular no ultravioleta-visivel (UV-vis) dos CDs obtido a partir da sintese hidrotermal
usando um bioprecursor natural, nesse caso, o extrato de prépolis vermelha. Aqui podemos ver
claramente a banda de absorcéo proxima a 200 nm que é atribuido as ligacGes m — *; j& a
banda préxima a 300 nm é atribuida as ligacbes n — m*. A banda que aparece ap6s 300 nm € o

indicativo da presenca de um grupo funcional na superficie®.
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Figura 2. 1: Espectro de absorgdo de CDs feito a partir do extrato de propolis vermelha.
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Fonte: Autor

2.1.2 Confinamento Quantico

Para entender o comportamento fisico de um ponto quantico, os conceitos de um gap de
energia semicondutor e confinamento quéntico sdo reunidos. Quando um cristal semicondutor
¢ suficientemente grande, por exemplo, 1 um ou maior, 0 confinamento quantico ndo é um
efeito significativo e o gap de energia do semicondutor domina o comportamento®®. A medida
que o cristal se torna menor, ou seja, de tamanho nanométrico, o0 modelo de confinamento
quantico se torna mais significativo*’. Esta transicdo é tipicamente delineada quando o cristal

se torna menor que duas vezes o raio do éxciton de Bohr do material,

ap = & (E) ap (2.1)

onde a, € o raio de Bohr (0,053 nm), m é a massa, u é a massa reduzida e &, é a permissividade
relativa. O gap de energia efetivo do material de ponto quantico é determinado pela adi¢éo do

gap de energia do semicondutor em massa a energia de confinamento quantico,
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hZ 292 "
Eop = E; + —— —R; (2.2)

2ua?

onde E; é o gap de energia do semicondutor, a massa do modelo de particula em uma caixa é
substituida pela massa reduzida e a € o raio do ponto quantico. O termo adicional R;, incorpora

um efeito adicional da energia do éxciton ligada, que € uma atracdo de Coulomb entre o elétron

carregado negativamente e o buraco carregado positivamente,

R* = 1,8q*
y ATTELEQQ

(2.3)

onde g é a carga do elétron e €, € a permissividade de espaco livre.

Figura 2. 2: llustragdo da mudanga nos niveis de energia em fungdo do tamanho.
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A equacdo para o gap do ponto quéantico mostra que a energia do gap de energia depende
do tamanho fisico do ponto quéantico. Conforme o raio do ponto quéntico cai abaixo do raio do
éxciton de Bohr, a energia de confinamento quantico torna-se maior e domina o gap de energia
do semicondutor em massa*’: %, A medida que o tamanho do cristal cresce, ou seja, torna-se
grande, os termos adicionais se aproximam de zero e o0 valor se aproxima do gap de energia do
semicondutor em massa (Figura 2.2). Isso mostra que o ajuste do gap de energia efetivo do
ponto quantico pode ser alcan¢ado por meio de uma combinacdo da selecdo de um material

semicondutor especifico e do controle do tamanho fisico do ponto quantico®®.

Uma caracteristica importante dos CDs € o efeito de confinamento quéntico. Para alguns
tipos de CDs com grandes dominios © conjugados e poucos grupos funcionais de superficie, a
fluorescéncia é essencialmente derivada do confinamento quantico dos elétrons © conjugados,
e 0 gap de energia dos dominios 7 conjugados ¢ considerado o centro de fluorescéncia dos
estados do nucleo de carbono®® °% 51, O tamanho é um fator que influencia suas propriedades,
pois quanto maior o tamanho dos CDs, menor a diferenca de banda e seu pico de emissao tende
a desviar para o vermelho. Os dominios @ conjugados com tamanho confinado, resultam na
separacdo da banda de valéncia da banda de conducdo dos CDs, e os elétrons da banda de
conducéo passam para banda de valéncia, permitindo, assim, a “recombinacéo direta” do par
elétrons-buraco, resultando em um exciton. Os aglomerados de carbono sp? presentes no niicleo
dos CDs sdo dispersos em uma estrutura de carbono sp?, assim as propriedades Opticas dos CDs
sdo determinadas pelas transi¢cdes - n* dos aglomerados de carbono sp?. Uma vez que 0s niveis
de energia dos elétrons de m e m* em aglomerados de carbono sp? sio afetados pelos estados ¢
e o* que estdo nas estruturas de carbono sp®, ¢ formado um par de elétron-buraco nos
aglomerados de carbono sp? podendo assim produzir fluorescéncia®? >4, Ajustando o tamanho
dos CDs espera-se modular a emissao de cores dos CDs. O tamanho pode ser ajustado usando

diferentes solventes de reagdo e a emissédo de cor dos CDs pode também ser modulada.

Kwon et al®. mostraram que 0s grupos amino e as aminas sio auxocromos. Os clusters
ricos em ligantes sp? tém intervalos de energia mais baixos do que os clusters de sp? sem
ligantes. Portanto, os CDs que possuem mais clusters sp? adjacentes a superficie do que os CDs,
devem exibir PL mais “avermelhada”, apesar de seu tamanho ser menor que 0s CDs2. Também
ocorreria certa transferéncia de energia entre esses dois grupos diferentes de sp? devido as

diferentes lacunas de energia.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Kwon%2C+Woosung
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2.1.2 Estados de Superficie

Um dos principais mecanismos de fluorescéncia dos CDs sdo os estados de superficie.
O estado de superficie refere-se a uma regido de fronteira ou a um invélucro esférico que é
distinto da regido ou corpo do nudcleo de carbono. A regido esferoidal contém varios grupos
quimicos derivados de atomos de carbono hibridos sp? e sp® ou outros grupos superficiais
funcionais, ou ligacdes pendentes®: %6, Devido a diversidade e complexidade dos estados de
superficie, a fluorescéncia originaria desses estados é caracterizada pela luminescéncia
dependente de excitacdo. Os defeitos de superficie sdo gerados principalmente pela oxidacao
da superficie e podem atuar como um centro de captura de éxcitons, resultando em

fluorescéncia do estado de defeito de superficie®’: %8,

A fluorescéncia dos estados de superficie é causada pelo relaxamento da radiacdo do
estado excitado para o estado fundamental. Os carbonos hibridos sp® e sp? na superficie dos
CDs e outros defeitos na superficie podem levar a emissdes multicoloridas de seus estados
eletronicos locais. Quando a luz de um comprimento de onda especifico ilumina os CDs, 0s
fétons cuja energia satisfaz a folga da banda Optica transitam e se acumulam nas armadilhas de
defeitos de superficie adjacentes e retornam ao estado fundamental para emitir luz visivel de
diferentes comprimentos de onda. Quanto maior o grau de oxidacdo da superficie dos CDs,
mais defeitos de superficie e locais de emissdo, podendo resultar no desvio para o vermelho do

comprimento de onda de emissdo>% % 62,

O estado da superficie ndo é composto por grupos quimicos isolados, mas por um centro
de fluorescéncia formado pela sinergia do ndcleo de carbono com 0s grupos quimicos
associados. Entre os grupos estdo o estado de ativagdo da fluorescéncia ou o estado de siléncio
sob uma determinada condi¢cdo. Grupos funcionais tém diferentes niveis de energia e podem
produzir uma série de armadilhas de emissdo®? 5% 64, Os niveis de energia dos grupos funcionais
podem estar relacionados a sua capacidade de fornecer elétrons. Quanto mais forte a capacidade
dos grupos funcionais de fornecer elétrons, maior a energia que eles geram. Obviamente, 0
comprimento de onda da emissdo pode ser ajustado alterando 0s grupos quimicos na superficie
dos CDs.
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Figura 2. 3: Esquema do estado superficial dos CDs com propriedades luminescentes dependentes e
independentes da excitacéo.
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Um trabalho muito importante que descreve o efeito causado pelos estados de superficie
na luminescéncia foi proposto por Li et al.* Eles observaram que a dependéncia de excitacdo
da luminescéncia de CDs poderia ser controlada por meio da engenharia dos estados de
superficie, conforme mostrado na Figura 2.3. Como um caso extremo, se todos os estados de
superficie sdo completamente passivados, acredita-se que a emissdo ocorre apenas atraveés da
transicdo radiativa de carbonos sp?, provavelmente a transi¢io m para m*, que obviamente
resultara em independéncia de excitacdo devido ao modo de transicdo Unico com uma certa
energia. Alternativamente, se os estados de superficie ndo sdo passivados, 0s modos de emissao
relacionados aos estados de superficie CO, C = O e O = C-OH com uma série de energias
especificas irdo dominar os espectros de luminescéncia dependendo da energia de excitacdo.
Nesse caso, 0s CDs demonstrardo a emissdo dependente da excitagdo.

2.2 Efeitos da dopagem com outros elementos

A sintese dos CDs originalmente contém apenas os elementos carbono (C) e oxigénio

(0), e sendo assim, geralmente emitem fluorescéncia azul. No entanto, apenas com esses
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elementos sua eficiéncia quantica possui um baixo rendimento, e a maioria exige modificagdo
ou funcionalizagao superficial adicional para melhorar a eficiéncia luminosa, o que geralmente
limita a aplicacdo e desenvolvimento de CDs. A dopagem de um novo elemento em sua
composicdo pode introduzir novas propriedades de superficie e alterar defeitos estruturais,
grupos funcionais de superficie e interacbes entre &tomos de carbono e seus atomos vizinhos.
Com a dopagem, esses novos estados de superficie podem suprimir ou eliminar os estados
originais e facilitar um alto rendimento de recombinacdo radiativa, resultando em CDs dopados
com eficiéncia quantica mais alta e emissbes independentes do comprimento de onda de
excitagdo® %, Os elementos dopados também podem ser incorporados na estrutura do ncleo
de carbono dos CDs para criar novos niveis de energia ou alterar seu gap de energia inicial. Em
resumo, os elementos de dopagem podem modular efetivamente a emissdo de cores dos CDs e

contribuir para uma compreensdo mais profunda do mecanismo de fluorescéncia dos CDs.

O tempo de vida da PL dos CDs representa o tempo que os CDs passam no estado
excitado antes que a emissao de fotons retorne ao estado fundamental. Isso é considerado uma
propriedade intrinseca dos CDs, que geralmente estd na escala de nanosegundos. O tempo de
vida da PL também pode ser ajustado por diferentes métodos de fabricacdo: precursores,
passivacao de superficie ou dopagem com elementos. Porém, a dopagem de elementos parece
ser um dos fatores mais importantes que afeta o tempo de vida da PL dos CDs. Devido a
dopagem do elemento, a superficie dos CDs desenvolve defeitos passivados, resultando em um

tempo de vida mais longo da PL®".

2.2.1 Efeitos dos pontos quanticos de carbono dopados com nitrogénio

Como o raio do atomo de nitrogénio (N) é semelhante ao do &tomo de C, o &tomo de N
é facilmente incorporado ao esqueleto do material de carbono, os CDs dopados com N sdo o
sistema de dopagem mais estudado e com maior potencial®: %% . Os dois principais aspectos
que a dopagem de N causa nos efeitos de fluorescéncia sdo: o desvio para o vermelho no
espectro de emissdo e 0 aumento da eficiéncia quantica de fluorescéncia’. O rearranjo do
buraco-elétron e da teoria da radiagdo € usado principalmente para explicar o mecanismo de
fluorescéncia dos CDs dopados com heteroatomo. O desvio para o0 vermelho acontece devido

a producéo de um novo nivel de energia no estado da superficie feito pela dopagem do atomo
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de nitrogénio. Os estados de superficie dopados com nitrogénio podem facilitar um alto
rendimento de recombinagéo radiativa e diminuir a recombinagio ndo-radiativa®. Os grupos
amino doadores de elétrons na superficie dos CDs podem aumentar o grau de conjugacao dos
sistemas conjugados, aumentando a transicdo eletronica do estado fundamental para o estado
singleto excitado mais baixo e, assim, contribuir indiretamente para uma eficiéncia quantica
mais alta dos CDs’% 73 74,

Jiang et al.” sintetizaram os CDs usando trés isomeros diferentes de fenilenodiamina
em etanol através de um método solvotérmico. Ao excitar com comprimento de onda de 365
nm, os CDs emitiram fluorescéncia vermelha, verde e azul, em solucéo e na matriz polimérica.
As mudancas no tempo de vida, na eficiéncia quantica e decaimento dos CDs foram devidas ao
aumento do teor de nitrogénio (B-CDs, G-CDs e R-CDs foram 3,69%, 7,32% e 15,57%,
respectivamente), que mostra as diferentes ligacdes do grupo amina fazendo com que haja

alteracéo da cor de emissao.

A dopagem de grupos funcionais relacionados ao N ter4 um grande efeito na emissdo
de cores dos CDs. Pan et al.”® prepararam o CDs de emissdo de cores. Os CDs exibiram
fluorescéncia independente da excitacdo de azul para vermelho. A emissdo de luz azul do CDs
deve vir de uma estrutura aromatica, enquanto a emissdo de luz verde e vermelha sdo devidas

a presenca de grupos funcionais relacionados as ligagdes C=N / C=0 e CN.

O complexo processo de dopagem de N leva a existéncia de varias espécies de
nitrogénio na estrutura dos CDs, e as diferentes configuracdes de atomos de N tém efeitos
diferentes nas diferentes propriedades dos CDs’’. As formas de nitrogénio presentes nos CDs
podem ser classificadas principalmente em quatro tipos: tipo amino, tipo pirrol, tipo piridina e
tipo grafite. No amino o N é distribuido na superficie dos CDs. Ja no pirrol o N e na piridina o
N podem ser distribuidos na borda e no centro da estrutura do grafeno, enquanto que no grafite
o N é dopado regularmente na estrutura do grafeno. O aumento do nitrogénio grafitico é
benéfico para modular a emisséo de cores dos CDs. A amina aromatica ou amina alifatica
terminal pode causar a reticulacdo de CN durante a carbonizacdo para formar a estrutura de
nitrogénio grafitico, o que é benéfico para a emissdo de luz vermelha dos CDs. Também é
importante ressaltar que os numeros de grupos N-funcionais na superficie estdo relacionados a

modulac&o da emissio de cores dos CDs’8.
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2.2.2 Efeitos de pontos quanticos de carbono co-dopados com nitrogénio e enxofre

Além do nitrogénio (N), outra co-dopagem muito utilizada € a do enxofre (S). Os CDs
dopados com S s&o o segundo tipo mais estudado apds a dopagem com N, onde o elemento S
pode estar na forma de um grupo tiol, tioéter ou &cido sulfonico’® 8. O 4tomo de enxofre é em
grande parte maior do que o &tomo de carbono. Além do mais, a diferenca de eletronegatividade
entre enxofre e carbono € tdo pequena que a transferéncia significativa de carga entre o carbono
e enxofre parece pouco possivel®. Entretanto, uma vez co-dopado com N e S pode produzir
uma estrutura eletrénica Gnica que contém um efeito sinérgico entre 0 N e 0 S dopados nos
CDs, o raio atbmico do N e do S esta mais proximo do C e a disponibilidade de cinco elétrons
de valéncia em N e seis em S ajuda a ligar N e S a C. Os elementos N e S podem aumentar a
probabilidade de transigéo eletronica do estado fundamental para o estado de excitagéo, levando
a uma mudanca na energia e aumentando significativamente a eficiéncia quantica dos CDs®?.
Bao et al.® sintetizaram CDs co-dopados com N e S usando cisteina como precursor. O &tomo
S fornece um efeito sinérgico sobre a funcdo do atomo N, o que acelera muito a transicdo da
radiacdo dos estados de superficie relacionados com N, resultando em fluorescéncia dominada

por grupos funcionais contendo nitrogénio.

Alguns novos grupos funcionais podem ser introduzidos nos CDs por dopagem dos
elementos N e S. O comprimento de onda de emissdo dos CDs co-dopados com N e S pode ser
significativamente desviado para o vermelho. Miao et al.®* demonstraram forte emiss&o no
vermelho em CDs co-dopados com N e S usando tioureia como fonte por uma rota hidrotérmica
de uma etapa. Alguns novos grupos funcionais, como tiofeno, anel de pirrole e -SCN foram
introduzidos em CDs pela introducdo dos elementos S e N. Devido a conjugacdo do carbono
sp? com unidades de tiofeno e pirrol, o comprimento de onda de emissdo de CDs pode ser

desviado para o vermelho.

2.2.3 Efeitos de outros pontos quénticos de carbono dopados com heterodtomos e associados
a elementos de metal

Os heterodtomo dopado nos CDs ndo esta limitado ao nitrogénio e ao enxofre; existem

varios elementos, como fosforo, boro, fltor e selénio. Além disso, ndo existe apenas um CDs
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dopado com heteroatomo, mas também uma pluralidade de heterodtomos co-dopados com
CDs%: 8¢ Qs diferentes tipos, posicdes e padrdes de dopagem de elementos em CDs tém
diferentes efeitos na modulacéo da emissdo de cor. Alguns podem ajustar 0 comprimento de
onda de emissdo e alguns podem melhorar significativamente a eficiéncia quantica. A dopagem
com heterodtomos aumenta muito a emissdo da PL e o efeito sinérgico facilita a formacao de

intervalos de banda, resultando em uma alta eficiéncia quantica.

O método de dopagem com o F pode modular efetivamente a emissao de cor dos CDs.
Zuo et al.¥” obteve CDs nio dopados e CDs dopados com F. O primeiro pode emitir
fluorescéncia em 500 nm, enquanto o Ultimo mostra uma grande fluorescéncia com desvio para
o vermelho em 550 nm. A eficiéncia quéantica dos CDs foi de 28%. Apds ser dopado com o F,
os F-CDs apresentaram uma eficiéncia quantica superior de 31%. F-CDs podem ser usados
como uma nova sonda para imageamento celulares eficientes de uma variedade de células

normais e células cancerosas.

A dopagem de elementos metalicos também pode modular a emisséo de cor, eficiéncia
quantica e o tempo de vida de decaimento dos CDs até certo ponto®® 8. CDs emissores de
amarelo (Mn-CDs) foram sintetizados usando ureia, acetato de manganés e tolueno por Zhang
et al.®® Comparado com CDs sem 0 Mn, os Mn-CDs tém uma extensio aumentada de dominios
n conjugados e estado de superficie, e seu comprimento de onda de emissao foi desviado para

o vermelho.

2.3 Efeitos da Temperatura nos Pontos Quéanticos de Carbono

A temperatura € um dos fatores que influencia diretamente na PL. Um dos processos
para a alteracdo nos CDs é a mudanca na temperatura durante o processo de sintese. O tempo
de exposicdo a temperatura também influencia diretamente a mudanga na PL. Chen et al.%’
mostraram a preparacdo de CDs alterando a temperatura de sintese de 160 °C ate 240 °C, com
0 mesmo tempo de exposicao, e o espectro de PL desloca do laranja para o azul, como pode ser
observado na figura 2.4. Os resultados sugeriram que as emissdes no laranja e no azul se
originaram de diversos estados emissores individuais, ou seja, estados de defeito relacionados

ao N e O na superficie dos CDs, respectivamente.
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Figura 2. 4: Espectros de PL de CDs obtidos por reagdo solvotérmica em diferentes temperaturas por 1h.
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Fonte: Imagem adaptada pelo autor®’.

Diversos estudos mostram a alteracdo da PL pos-sintese. Wang et al.>* realizaram um
estudo em CDs que seguem um tratamento hidrotérmico de controle da glicose (glc) na presenca
de glutationa (GSH), onde variou a temperatura de 15 °C até 90 °C. Notou-se que com 0
aumento da temperatura, a intensidade da PL diminuiu cerca de 52% (figura 2.5a). Os espectros
de emissdo dos CDs preparados ndo mudam dentro da janela de temperatura investigada. A
figura 2.5b mostra que com o aumento da temperatura de 15 °C para 60 °C, a intensidade da
PL dos CDs preparados muda quase linearmente. Também € observado um padrédo de mudanca
de cor do gradiente de temperatura. As variagdes encontradas com o aumento da temperatura,
foram associadas ao aumento do didmetro dos CDs, que passa de 2,6 nm em temperatura

ambiente para 4,4 nm, o que causou uma diminuicdo da intensidade da fluorescéncia.
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Figura 2. 5: (a) Espectros de emissdo de fluorescéncia (excitada em 400 nm) para temperaturas diferentes entre

15 °C e 90 °C (de cima para baixo); (b) Plot da intensidade da PL versus temperatura.
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Fonte: Imagem adaptada pelo autor3,

A utilizacdo de um modelo tedrico integrando a temperatura é essencial para entender o
que ocorre com a PL. Yu et al.?® realizaram medicGes de CDs independentes da excitaco
variando a temperatura de 77 K até 300 K. As bandas duplas de fluorescéncia foram observadas
e atribuidas a emissdo do nucleo e dos estados da superficie. As bandas duplas exibiram um
efeito de temperatura semelhante, notando-se que a intensidade diminuiu com o aumento da
temperatura (figura 2.6a). A energia de emissdo é bem ajustada por duas gaussianas (figura
2.6b) pela equacdo de O’Donnell e Chen®, com base em uma analise do mecanismo de
acoplamento éxciton-fonon. No entanto, com um fator de Huang-Rye®? muito baixo, o
acoplamento éxciton-fénon é considerado muito fraco comparado aos pontos quéanticos (QD,
do inglés, Quantum Dots) de semicondutores, onde os CDs se assemelham a nanoparticulas de
ouro. As interacdes elétron-fénon mais fracas, por sua vez, resultam em uma largura de banda
dependente da temperatura. Isso indica que os CDs exibem um comportamento de temperatura

semelhante a nanoparticulas metéalicas.
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Figura 2. 6: (a) Fluorescéncia em funcéo da temperatura entre 77 K e 300 K. (b) Ajuste do espectro de

fluorescéncia por duas gaussianas.

15.0k

10,0k +

Intensidade
Intensidade

S0k ¢

0.0 . . . | 1 L = L
500 550 600 650 700 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: Imagem adaptada pelo autor?®

2.4 Equacao para o Gap de energia e para Largura de Banda

Um parametro muito usado para se descrever os materiais é a temperatura. Existe varias
abordagens que tratam dessa relacdo; uma delas € a equacéo semi-empirica de Varshni®. Essa
equacdo mostra a dependéncia da temperatura de intervalos de banda de semicondutores. A

relagdo € escrita como:

T2
(T+B)

Ey(T) = E;(0) — (2.4)

onde E,(0) é o intervalo em 0 K, a é o coeficiente de temperatura e f € um pardmetro
relacionado a temperatura de Debye. Porém, essa equacdo se mostrou pouco precisa quando

ajustada para certos pardmetros, como foi demonstrado por Monoogian e Leclerc®,

Assim, O’Donnell e Chen desenvolveram uma expressdao melhorada que hoje em dia é

muito usada para descrever a dependéncia da temperatura de gap de energia em pontos
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quanticos. Ela se baseia na analise de acoplamento elétron-fonon responsavel pelo
deslocamento do gap de energia®. A equagio é expressa por:

Ey(T) = E4(0) — ﬁ (2.5)

KpT

onde S é o fator de Huang que representa a forca do acoplamento éxciton-fénon (quanto maior
o fator de Huang, mais forte € o acoplamento), (hw) é a média da energia fondnica e Kz é a

constante de Boltzmann.

Além da relacdo com o gap de energia, estudos anteriores mostraram que a mudanca na
largura da banda de emissdo causada pela temperatura pode ser separada em partes nao
homogéneas e homogéneas®. O alargamento ndo homogéneo se origina das flutuagdes de
tamanho, forma e composicao e é independente da temperatura. Por outro lado, o alargamento
homogéneo é dependente da temperatura e esta relacionado ao espalhamento de éxcitons por

fonons acusticos e 6pticos®. A equacio geral é descrita por:
E — Es
I(T) =Ty + oT + FLO((exp <ﬁ)) — D)7+ aexp(y) (2.6)

onde I, (espalhamento elétron-elétron) € o termo intrinseco independente da temperatura (ndo
homogéneo) e os trés UGltimos termos representam termos dependentes da temperatura
(homogéneos) devido ao espalhamento de fonons acusticos e opticos, ¢ é o coeficiente de
acoplamento fonon elétron-acustico, I}, representa a forca do acoplamento exciton - LO do
fonon, E;,é a energia do fonon LO, o é a largura de banda devido a dispersdo de
impurezas/defeitos totalmente ionizada, E ¢ a energia de ativagdo para ionizagao e o € a largura
de linha devido a dispersao de impurezas totalmente ionizada. Devido a dependéncia diferente
dos termos com a temperatura, os fonons acusticos desempenham um papel dominante em baixa

temperatura, enquanto os fénons opticos contribuem em temperaturas mais altas®® 7.
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2.5 Pontos Quanticos de Carbono na Aplicacdo de Bioimagens Fluorescentes

As células, suas organelas e biomoléculas podem ter fluorescéncia intrinseca
(autofluorescéncia)®. No entanto, na maioria das estruturas de interesse na pesquisa clinica e
biomédica, essa autofluorescéncia é inespecifica e fraca, e desse modo, imagens de baixo
contraste sdo obtidas®® %. Existem, atualmente, varios marcadores fluorescentes com alta
especificidade e seletividade no mercado que permite estudar estruturas e acompanhar
fendmenos bioquimicos. Ao escolher um marcador ideal para imagens ou aplicagdes analiticas,

as propriedades Opticas e fisico-quimicas tém muita relevancia® .

Os marcadores fluorescentes podem apresentar as mais variadas composicdes quimicas e
estruturais. Podemos agrupa-los em trés categorias distintas: fluor6foros organicos,

nanoparticulas fluorescentes e proteinas e peptideos fluorescentes®: %,

Fluoréforos organicos: Os fluoréforos orgénicos sdo moléculas geralmente constituidas por
varios anéis aromaticos. A massa molecular dos fluoréforos pode variar bastante, porém suas
dimensGes sao inferiores a 0,5nm. Eles podem formar ligacGes covalentes ou ndo-covalentes
com o material que se deseja marcar e podem ainda ser conjugados com outros marcadores
(outros fluoréforos, nanoparticulas ou proteinas fluorescentes) ou com pequenas moléculas
(aminoacidos, acucares) para formar complexos altamente especificos e seletivos. A formacéo
destes complexos pode resultar numa maior estabilidade quimica, no aumento de intensidade
de fluorescéncia de emissdo. Entretanto, apesar de serem utilizados para marcacao fluorescente,
os fluoréforos organicos tém algumas limitagdes, destacando-se sua tendéncia para degradacgéo
com a luz (do inglés, photobleaching), baixa solubilidade em meio aquoso e fragil estabilidade

quimica® %,

Proteinas e peptideos fluorescentes: A descoberta de proteinas fluorescentes naturais, como
a Green Fluorescent Protein (GFP), foi um marco que impulsionou importantes progressos em
microscopia de fluorescéncia e no desenvolvimento de técnicas de correlagédo analiticas que séo
de importancia capital no estudo de processos bioquimicos intracelulares e em varios sinais
bioldgicos complexos. As proteinas fluorescentes abrangem uma vasta gama do espectro
visivel, possibilitando a obtencdo de sinais multicor fazendo uso de mais do que uma proteina
na marcacdo, além de poderem ser expressos em praticamente todos os tipos de células. Além

da GFP e das suas derivadas, existem outras proteinas fluorescentes expressas na natureza,
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nomeadamente em organismos marinhos e respectivas proteinas derivadas da manipulacdo
genétical®. As principais aplicaces destas proteinas incluem a monitorizacdo de proteinas,
biossensores, monitorizacdo de funcionalidades bioquimicas em proteinas e marcagdo para
visualizacdo em microscopia. No entanto, as aplicacdes das proteinas fluorescentes estdo
condicionadas por algumas limitaces da foto-estabilidade, rendimentos quanticos de

fluorescéncia relativamente baixos e fraca eficacia de emissdo no vermelho®.

Nanoparticulas fluorescentes: As nanoparticulas fluorescentes sdo geralmente de simetria
esférica e exibem propriedades 6pticas e quimicas excepcionais'®. Os tradicionais nanocristais
semi-conductores, 0s pontos quanticos (do inglés quantum dots, QDs) e nanoparticulas
metélicas 0 sdo as mais conhecidas e estudadas e, também, com maior nimero de aplicacoes.
Em comparacdo aos fluoréforos organicos apresentam algumas vantagens essenciais como
maior foto-estabilidade, maior gama de absorcdo e maior biocompatibilidade em relacdo a
determinados fluoréforos organicos. Os QDs tém excelentes propriedades 6pticas como bandas
de emissdo ajustaveis com o tamanho, bastante simétricas e estreitas, acoplado a larga banda de
absorcdo, confere-lhes uma vantagem significativa comparado a outros marcadores
fluorescentes. Além disso, a funcionalizacdo da superficie fornece aos QDs uma maior
estabilidade quimica face aos fluoréforos organicos. Contudo, por conterem na sua constituicao
metais pesados como o Cd, a aplicacdo de QDs em sistemas bioldgicos estd fortemente
condicionada. Com efeito, a libertagdo de fons Cd?* resulta na elevada citotoxicidade associada
a estas'®’. As nanoparticulas metalicas fluorescentes exibem dimensdes reduzidas e boa
biocompatibilidade. Como tal, podem ser usadas para marcacao de tecidos bioldgicos devido
ao seu comportamento fotoquimico, pois apresentam-se como boas candidatas para aplicacdes
biossensoriais in vivo. A funcionalizacdo da superficie destas nanoparticulas promove a sua
especificidade de marcacdo. Ainda assim subsistem alguns problemas ao nivel da foto-

estabilidadel®®.
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Tabela 2. 1: Comparagdo de caracteristicas entre marcadores

Propriedades Fluordéforos Proteinas

Organicos Fluorescentes

SN NN UV — IR préximo®® Visivel — IR Visivel®® Visivell%?
proximo®

Deslocamento Menor que 50% Até 100% 10-50% 50-250103
Stokes (nm)

Rendimento 50 — 100 (Visivel) 10 — 80 (visivel) 5-80% 1-90102
guantico de 5-25 (IR proximo)®® 20 — (IR préximo)®
Fluorescéncia (%)

Slolltlrliiecelci - Depende de grupos  Requer modificagéo Sim? Sim?02
agua funcionais® de superficie®

Fonte: Autor

Os CDs, por sua vez, além de serem mais baratos, possuem uma boa biocompatibilidade,
alta eficiéncia quantica, solubilidade em &gua, etc, que quando comparados aos outros
marcadores se faz superior em alguns aspectos®?. A tabela 2.1 mostra algumas condigbes que
0s CDs podem ser superiores aos outros marcadores. Assim, temos um 6timo material para

imageamento celular.
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3 METODOS EXPERIMENTAIS

Nesse capitulo vamos abordar todos os métodos experimentais usados para analisar 0s
CDs, além de realizar uma breve descri¢do do processo de cada método. O preparo para cada
técnica usada é de extrema importancia para que ocorra 0s processos observados no trabalho.

3.1 Preparagao das Amostras

A preparacdo da amostra para analise se deu em dois processos: no primeiro, os CDs
ficaram suspensos em agua, e no segundo, € feito um filme do material. Os dois processos séo

realizados de maneira similar.

3.1.1 Sintese dos Pontos Quanticos de Carbono de Quitosana

A sintese dos Q-CDs foi feita pelo método hidrotérmico, o gel de quitosana foi utilizado
como material precursor. Primeiramente, foram dissolvidos 0,5 g de quitosana sob agitacdo
magnética por 30 minutos em 100 mL de uma solucdo de acido acético glacial (10%),
resultando em um gel de cor amarela. Um volume de 12 mL desse gel foi transferido para uma
autoclave de aco inoxidavel revestida com Teflon de 25 mL e aquecido a 180 °C por 6 h. Ao
término da reacdo, a solucdo marrom-escura contendo os pontos quanticos de carbono foi
naturalmente resfriada, centrifugada em alta velocidade (15.000 rpm) por 15 minutos e filtrada
através de filtros de porosidade de 0,22 um. Os Q-CDs obtidos foram armazenados a 4 °C para

usos futuros®!.

3.1.2 Sintese dos Pontos Quanticos de Carbono de Cisteina

Pontos quéanticos de carbono de cisteina (C-CDs) foram sintetizados por método
hidrotérmico. 0,3 g de cisteina e 0,2 g de acido citrico foram adicionados a 10 mL de agua

destilada em uma autoclave de 25 mL revestida com Teflon. A autoclave selada com a mistura
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organica foi transferida para uma mufla, aquecida a 200 ° C por 5 h. Em seguida, o produto foi
resfriado naturalmente & temperatura ambiente, obtendo-se uma solugdo marrom-amarelada. 2
% de acetona foi adicionado ao produto e submetido a centrifugacdo a 12.000 rpm durante 8
minutos. A solucdo foi purificada por meio de filtro de 0,22 um para remover particulas

grandes®.

3.1.3 Sintese dos Pontos Quanticos de Carbono de Cloreto de Dansila

Pontos quanticos de carbono de cloreto de dansila (D-CDs) foram sintetizados com 10
mg (0,037 mmol) de cloreto de dansila, foram adicionados a 10 mL de agua destilada em uma
autoclave revestida com Teflon de 25 mL. Os reator foi deixado em uma Mufla a 200 ° C por
4 h. O produto foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos para remover particulas grandes

e, em seguida, filtrados em membrana de 20 pm*®.

3.1.4 Avaliacéo de Citotoxicidade

A citotoxicidade dos CDs preparados foi avaliada por um ensaio MTT na linha celular HTR-
8/SVneo. Para isso, células HTR-8/SVneo foram plaqueadas em 1x104 células/poco e deixadas
aderir por 24 horas. Posteriormente, foram adicionadas amostras de CDs diluidas em meio
DMEM/F12 em diferentes concentracbes, permanecendo por 24 horas. A solucdo foi
substituida por meio de cultura fresco contendo 5 mg / mL de MTT e o sobrenadante foi
descartado ap6s um periodo de incubagdo de 4 h a 37 ° C, seguido da adicdao de 150 puL de
DMSO. A absorvancia do produto MTT dissolvido foi medida num espectrofotometro a 540
nm. A porcentagem de viabilidade foi determinada em relacdo aos controles [(absorbancia das

células tratadas / absorbancia das células ndo tratadas) x 100].
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3.1.5 Microscopia de fluorescéncia para captacéo celular de CDs

A captacdo de CDs pelas células HTR-8/SVneo foi avaliada por microscopia de fluorescéncia.
As células foram semeadas a 2x10* por pogo, sobre laminulas de vidro e cultivadas a 37°C com
5% de CO>. As células foram incubadas com 0s C-CDs a 303 K (50 ug / mL) e 453 K (300 pg
/ mL) e D-CDs a 303 K (200 pg / mL) e 453 K (200 pg / mL)) por 24 horas. Além disso, as
células foram fixadas em paraformaldeido 4% (PFA 4%) em tampéo fosfato salino (PBS, v/v)
por 15 min. Os nucleos foram corados com 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 1: 1000 em
PBS; Merck/Sigma-Aldrich), posteriormente lavados com PBS e montados com PBS/glicerol
(1: 9, v/ v) sob laminas de vidro. Os resultados foram visualizados em um microscopio de
fluorescéncia Nikon DS-Ril (Nikon, Japdo), e as imagens adquiridas com aumento de 100x
com o software DP2-BSW (Nikon).

3.1.6 Preparacao dos Pontos Quanticos de Carbono em Suspenséo

Figura 3. 1: Esquema de preparagdo para os CDs em suspensao.
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Fonte: Autor.
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Para os CDs em suspensao foram feitas duas amostras diferentes: uma que foi aquecida
até 303 K, e a outra que foi aquecida até 453 K. Para a preparacao, foram inseridos 200 uL de
solucédo de CDs em uma placa de Petri e aquecidos em uma mufla com temperatura apropriada
(303 K ou 453 K). Apbs o periodo de 30 minutos, depois de terem atingido a temperatura
desejada, os CDs foram removidos em um estado solidificado. Por fim, 2 mL de &gua destilada
foram utilizados para solubilizar os CDs no estado sélido. A figura 3.1 ilustra os passos da

preparacao.

3.1.7 Preparacéo dos Filmes de Pontos Quanticos de Carbono

Para o preparo dos filmes, foram adicionados 25 puL de solu¢ao de CDs em um substrato
de silicio. Apds 15 minutos em uma dissecadora em vacuo, um filme de CDs é formado, como
pode ser visto na figura 3.2. Para as medidas de AFM, foi necessario a utilizacdo de um
substrato de MICA.. Para o seu preparo, foi realizado 0 mesmo procedimento experimental que
para o substrato de silicio.

Figura 3. 2: Esquema de preparagéo do filme de CDs.

Carbon Dots Dessecador no vacuo Filme de Carbon Dots

N

Fonte: Autor.
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3.1.8 Calculo para o Rendimento Quéantico (QY)

Para célculos de QY, foi usado sulfato de quinina como padrdo. A absorvancia foi mantida
abaixo de 0,1 (para evitar desvio da linha de absorvancia e da concentracdo molar), com
comprimento de onda de excitacdo de 320 nm. As andlises foram realizadas em uma cubeta de
10 mm para minimizar os efeitos da reabsorcéo. A intensidade de fotoluminescéncia integrada
foi calculada como a area sob a curva PL na faixa de comprimento de onda de 340 a 600 nm.
Os resultados foram plotados com intensidade integrada da fotoluminescencia vs absorbancia,
para obter a inclinacdo da curva para os CDs e o padrdo. As inclina¢des do gréfico de linha

foram usadas para calcular QY usando a seguinte expressao:

Ccp = Pyt (Gradw) (ﬁ) (3.1)

Gradgeg/ \Ngea?

onde o indice std denota o padrdo (sulfato de quinina) e CD os CDs. ® ¢ o QY, Grad ¢ o
gradiente da andlise de regressdo linear e m ¢ o indice de refracdo. O indice de refracdo do
solvente usado para CDs (&gua) € igual a 1,33. O QY de sulfato de quinina foi considerado
como 0,54 e o indice de refracdo da solucdo, preparado em H2S04 0,1 M, foi considerado como
1,33.

3.2 Técnicas Utilizadas

Nessa secdo iremos abordar as técnicas utilizadas, que foram: espectroscopia de
fluorescéncia, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, espectroscopia de
absorcdo, microscopia de forca atdmica, microscopia eletronica de transmissdo e
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia. Veremos todos 0s conceitos das técnicas

utilizadas e os equipamentos utilizados para cada tipo de técnica.
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3.2.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia, € um tipo de espectroscopia eletromagnética a qual
analisa a fluorescéncia de uma amostra. Isto envolve o resultado da absorgéo de energia radiante
e emissdo de parte desta energia na forma de luz de baixa energia, normalmente, mas nao

necessariamente luz visivell%,

Um feixe luminoso é composto por pacotes discretos de energia, caracterizados por
consistirem em particulas denominadas fétons. A frequéncia da onda é proporcional a
magnitude da energia da particula. Como os fétons sdo emitidos e absorvidos por particulas,
eles atuam como transportadores de energia®. A energia de um foton é calculada pela equacéo

de Planck-Einstein:
E=hv (3.2)
onde E é a energia, h € a constante de Planck e v é a frequéncia.

Figura 3. 3: Um fdton excitando um elétron e promovendo-o a banda de condugdo, elétrons e buracos relaxando
para seus minimos de energia e reemissdo de um féton com energia igual a energia de gap de energia do
material.

Banda de Conducéo Banda de Condugdo Banda de Condugéo Banda de Condugdo

hvu

ER=A=A=N
A A A

Banda de Valéncia Banda de Valéncia Banda de Valéncia Banda de Valéncia

Fonte: Autor.
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A fotoluminescéncia se refere a emissdo de luz de um material apds ser excitada por
uma fonte luminosa. Usualmente os estudos utilizam fontes de luz monocromaticas, tais como
lasers e lampadas. O processo de fotoluminescéncia ocorre quando um foton interage com a
matéria, podendo fornecer energia aos elétrons presentes no material, fazendo assim com que
os elétrons passem da banda de valéncia para banda de conducéo. No entanto, para que esta
interacdo ocorra é necessario que a energia do féton seja igual ou superior a energia de gap de
energia (espagamento energético entre banda de valéncia e banda de condugdo, Eg) do

materialt’.

Ocorrendo a excitacdo, os elétrons vao para banda de conducgdo e deixam buracos na
banda de valéncia. Esses elétrons e buracos tendem a relaxar para seus minimos de energia, que
no caso do elétron é o menor nivel da banda de conducdo, e para 0s buracos é a maior energia
da banda de valéncia. Apds a relaxacdo, a qual pode criar fénons na rede (energia ndo radiativa),
os elétrons e buracos se recombinam reemitindo fotons com energia igual a energia de gap de
energia do material (por causa da conservagédo de energia), ou com energia menor no caso de
recombinagfes via estados presentes no meio do gap de energia gerados por impurezas,
defeitos. A figura 3.3 mostra como esse processo é feito. Os fotons emitidos pelo material
formam a luminescéncia, a qual é chamada de fotoluminescéncia quando obtida por excitacdo

luminosal®’.

Figura 3. 4: Montagem experimental para obtencdo dos espectros de PL do Xplora (Horiba).

Espelho
Laser — —
o
Objetiva
Xplora
@ Amostra
Forno

Fonte: Autor.
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Para as medidas de fluorescéncia, foi utilizado um espectrometro Xplora (HORIBA),
equipado com um laser de 532 nm e lente objetiva de 10x (NA =0.3 e WD 17.5 mm), onde foi
acoplado um aquecedor (estagio quente e frio do INSTEC) para variar a temperatura, como
ilustra a figura 3.4. As medidas foram realizadas com o filme de CDs em substrato de silicio e
0s espectros foram coletados durante o aquecimento da amostra de 303 K a 453 K. Cada
temperatura era fixada em um tempo de 15 minutos para que a amostra estivesse em equilibrio
térmico. ApoOs 0 primeiro aguecimento, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente. O

processo descrito acima foi repetido.

Outra técnica usada para fluorescéncia é a chamada Excitac&o por Fluorescéncia (PLE,
do inglés, Photoluminescence Excitation). E usada em medicBes espectroscopicas em que a
frequéncia da luz de excitacdo é variada e a luminescéncia é monitorada na frequéncia de

emissdo tipica do material em estudo.

Para as medidas de PLE, foi usado um fluorimetro/fluorémetro Fluorolog (HORIBA)
equipado com uma lampada de xenbnio (CW 450 W), onde foram analisadas a
fotoluminescéncia da suspensdo de CDs a temperatura ambiente, utilizando um

fotomultiplicador detector (modelo R928P).

3.2.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglés,
Fourier Transform Infrared) é uma técnica analitica que permite identificar os modos
vibracionais de moléculas, a identificacdo de compostos puros e/ou deteccgéo e identificacéo de
impurezas. Esse tipo de identificacdo € feito a partir da capacidade que uma substancia tem de

absorver, transmitir ou refletir radiacio na faixa de comprimento de onda do infravermelho®,

A regido do Infravermelho (IR) € dividida em trés partes, que recebem nomes de acordo
com a sua proximidade do espectro visivel. S0 elas: Infravermelho distante (200—-10 cm®),
Infravermelho médio (4000—200 cm™) e o Infravermelho proximo (125004000 cm™), sendo
o infravermelho médio o mais usado para andlise e identificacdo de materiais. Normalmente,
nesse tipo de espectroscopia, € comum usar nimero de onda para descrever a radiacdo e a

unidade mais comumente usada € o cm™ (1/A).
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Quando um &tomo ou grupos de atomos séo irradiados com radiacdo IR, faz com que as
vibragdes em torno das ligagGes covalentes que os unem vibrem com maior amplitude. Em um
material sélido, o quantum de um modo de vibragdo da rede é chamado de fénon. Assim, um
material s6 absorve radiacdo no infravermelho quando existe uma variagdo no momento de
dipolo elétrico da molécula como consequéncia de seu movimento vibracional ou rotacional,
ou seja, quanto maior for a troca no momento dipolar de uma ligacdo, mais intensa serd a

respectiva absor¢io®.

As vibracbes moleculares sdo divididas em dois tipos: as deformacdes axiais ou
estiramento e as deformac6es angulares. As vibragdes de estiramento envolvem uma mudanca
continua na distancia interatbmica ao longo do eixo da ligacdo entre os dois &tomos,
aumentando e diminuindo alternadamente, podendo ser de dois tipos: estiramento simétrico (vs)
gue provoca um movimento harménico da distancia interatbmica e o estiramento assimétrico
(vas) Que provoca movimento desarmonico da distancia interatbmica. Ja as vibragdes de
deformacéo angular séo caracterizadas pela mudanca do angulo entre duas ligacdes e podem
acontecer no plano ou fora do plano da molécula. Sdo comuns quatro tipos de vibracoes
fundamentais de deformacdo angular: balango (rocking), tesoura (scissoring), sacudida

(wagging) e torcéo (twisting)®® 1%, A figura 3.5 demonstra esses tipos de vibracdes.

Figura 3. 5: Tipos de vibragdes moleculares (x: indica movimento para fora da pagina, *: indica movimento para

dentro da pagina).

Vibragoes de Estiramento Vibracoes de Deformacao Angular
Simétrico Assimétrico Balangos no Plano Tesoura no Plano
| % ) % |
Sacudida foa do Plano Torgao fora do Plano

Fonte: Autor.
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O FTIR tem como base o interferometro de Michelson. O surgimento desses
interferdmetros se deu para superar as limitaces dos instrumentos de dispersdo tradicionais
(como o processo de digitalizacdo lenta) usados para obter espectros infravermelhos. O
interferometro produz um sinal com todas as frequéncias infravermelhas “codificadas™®. O
interferdmetro de Michelson é usado como um divisor de feixe, onde um espelho percorre uma
distancia fixa e o outro espelho percorre uma distancia variavel (Figura 3.6). Em um divisor de
feixe, dois raios de luz sdo opticamente combinados, o que pode causar interferéncia construtiva
(se em fase) ou destrutiva (se fora de fase). Quando o feixe de luz combinado passa pela
amostra, ele serd absorvido seletivamente, e um padréo de interferéncia (o sinal recebido pelo
computador) serd gerado de acordo com a quantidade de absorcdo presente. Este padrdo de
interferéncia é tratado por processo matematico, denominado transformada de Fourier,
originando um espectro ou padrdo de absorcdo da amostra, ou seja, Seu espectro no

infravermelho, que pode ser tanto de transmitancia (T) quanto de absorbancia (A).

Figura 3. 6: Esquema do Interferdmetro de Michelson.

Zo Y
( ) Espelho Movel

Fonte

v -t

Espelho Fixo

Divisor de Feixe

Amostra

Fonte: Autor.
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As medidas foram realizadas com os CDs em suspensao em temperatura ambiente. Para
as medidas foi utilizado um espectrofotdmetro de FTIR Modelo IRPrestige-21 (Shimadzu), na
regido de 800-4000 cm, com resolucdo de 4 cm™. As intensidades das bandas foram expressas

em transmitancia (%) com um acessoério de reflectancia difusa (DRS-8000).

3.2.3 UV-vis

Usando a equacdo de Planck-Einstein (3.1), conseguimos obter a energia da radiacdo na
faixa visivel. Essa energia irradiada nas moléculas pode resultar em mudancas na natureza
eletronica da molécula, ou seja, mudancas entre o estado fundamental e os estados excitados
dos elétrons dentro do sistema. Como resultado, a espectroscopia UV-visivel também é
conhecida como espectroscopia eletrénica. Cada vez que uma molécula tem uma ligacdo, os
atomos em uma ligacdo tém seus orbitais atbmicos mesclados para formar orbitais moleculares
que podem ser ocupados por elétrons de diferentes niveis de energia. Os orbitais moleculares
do estado fundamental podem ser excitados para orbitais moleculares anti-ligantes**°.

Os elétrons em uma molécula podem ser de um dos trés tipos, a saber, o (ligagdo
simples), 7 (ligagao multipla) ou sem ligacao (n- causada por pares solitarios). Esses elétrons,
quando transmitidos com energia na forma de radiacdo de luz, ficam excitados do orbital
molecular mais ocupado (banda de valéncia) para o orbital molecular mais baixo desocupado

(banda de condugio) e a espécie resultante é conhecida como estado excitado? 111,

A figura 3.7 mostra as transigdes eletronicas entre os niveis de energia moleculares. Os
elétrons de ligacdo o tém o nivel de energia mais baixo e sdo os elétrons mais estaveis, 0 que
exigiria muita energia para ser deslocado para niveis de energia mais elevados. Como resultado,
esses elétrons geralmente absorvem luz nos comprimentos de onda mais baixos da luz
ultravioleta e essas transi¢Oes sdo raras. Os elétrons da ligacdo 7 tém niveis de energia muito
mais altos para o estado fundamental. Esses elétrons sdo, portanto, relativamente instaveis e
podem ser excitados com mais facilidade e exigiriam menos energia para a excitacdo. Esses
elétrons, absorveriam energia nas radiacdes de luz ultravioleta e visivel. J& os n-elétrons ou

elétrons sem ligacdo sdo geralmente elétrons pertencentes a pares solitarios de atomos. Estes
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tém niveis de energia mais elevados do que os elétrons m ¢ podem ser excitados pela luz

ultravioleta e visivel também?!L,

A maior parte da absorcdo na espectroscopia ultravioleta-visivel ocorre devido as
transi¢oes m-elétrons ou n-elétrons; assim, cada estado eletronico € bem definido para um
sistema particular. A figura abaixo mostra as diferentes transi¢des entre os estados eletronicos
de ligacéo e anti-ligagéo.

Figura 3. 7: Transicdes eletronicas entre niveis de energia moleculares.
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Fonte: Autor.

Quando uma amostra é exposta a energia luminosa que corresponde a diferenca de
energia entre uma possivel transicdo eletrénica dentro da molécula, uma fracdo da energia
luminosa seria absorvida pela molécula e os elétrons seriam promovidos ao estado orbital de
maior energia. Um espectrometro registra o grau de absor¢do por uma amostra em diferentes
comprimentos de onda e o grafico resultante de absorbancia (A) versus comprimento de onda

(M) é conhecido como espectro'® 11,

A figura 3.8 mostra um diagrama dos componentes de um espectrémetro tipico. O

funcionamento deste instrumento é relativamente simples. Um feixe de luz de uma fonte de luz
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visivel e/ou UV (de cor vermelha) é separado em seus comprimentos de onda componentes por
um prisma ou rede de difracdo. Cada feixe monocromaético, por sua vez, € dividido em dois
feixes de intensidade igual por um dispositivo meio espelhado. Um feixe, o feixe de amostra,
passa por um pequeno recipiente transparente (cubeta) contendo uma solucdo do composto em
estudo em um solvente transparente. O outro feixe, a referéncia, passa por uma cubeta idéntica
contendo apenas o solvente. As intensidades desses feixes de luz sdo entdo medidas por

detectores eletrénicos e comparadas.

Figura 3. 8: Diagrama dos componentes de um espectrdmetro de UV-Vis.

Fonte: Autor.

As medidas foram realizadas com os CDs em suspenséo. Estes foram colocados em uma
cubeta de quartzo e as medicdes foram realizadas em temperatura ambiente. A caracterizagéo

foi realizada com um espectrometro UV-3600 (Shimadzu).
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3.2.4 Microscopia de Forca Atbmica (AFM)

3.2.4.1 Modo de Funcionamento

Em um microscépio 6ptico tradicional, o observador usa fotons ou elétrons para ver um
objeto e a possibilidade de observar pequenos objetos sdo afetados por difracdo de radiagéo,
desde que o tamanho do objeto inspecionado seja a mesma ordem de magnitude do
comprimento de onda usado. Os efeitos de aberracdo € um fator prejudicial para os
microscopios eletrénicos, pois prejudicam a qualidade das imagens obtidas em grandes
ampliacOes, mesmo se o limite de difragdo ndo for atingido.

A técnica de AFM ndo depende da interagdo da matéria com a luz ou elétrons. O
observador usa uma pequena sonda cuja ponta é muito afiada e se estende ao longo da superficie
da amostra e muito perto dessa superficie. No AFM, a sonda pode estar em contato com a
amostra, mas na maioria dos casos, a distancia da sonda é muito pequena, cerca de alguns
nandmetros. Com essas condicdes, a interacdo entre a sonda e 0s atomos ou moléculas da
superficie gera uma forca (especialmente a intera¢Ges intermoleculares de Van der Waals) que

pode ser medidal!? 113,

Na microscopia de varredura por sonda, a interacdo dos atomos da superficie que estdo
abaixo e seus vizinhos é feita com a sonda (figura 3.9). Por essa razdo, as imagens topograficas
da amostra sdo geradas pela convolugdo de muitas contribuicdes, dos atomos da extremidade
da sonda com os da superficie da amostra durante uma varredura. Cada imagem é formada por
y linhas com x pontos em cada linha. Cada ponto da imagem é determinado pelas coordenadas
X,y e z,onde z é aaltura. Portanto, a imagem de forca atdmica é tridimensional, por definicéo,
diferente de uma micrografia Otica ou eletronica, que é uma fotografia da projecédo

bidimensional da amostral®®,
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Figura 3. 9: Esquema ilustrativo do sistema de detecgdo por laser do AFM.

Fonte: Autor.

3.2.4.2 Forgas de interacao

Figura 3. 10: Esboco das forcas de interagdo ponta-amostra.
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Fonte: Adaptada pelo Autor®4,
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As forcas que agem entre os sistemas microscopicos € a base de funcionamento desse
microscopio. Assim, para entender o funcionamento do AFM vamos entender quais forcas
agem nele. A figura 3.10 mostra uma ilustracéo simplificada das forcas de intera¢do, como uma

funcdo da distancia de separacdo z entre ponta e a amostra.

Forca de repulséo entre nuvens eletrénicas: Quando dois atomos se aproximam, suas
nuvens de elétrons penetram uma na outra, sobrepondo-se aos orbitais totalmente preenchidos.
Assim, hd um aumento da energia eletrostatica total do sistema que origina uma contribuicdo
repulsiva para a forca de interacdo. 1sso se da, pois, de acordo com o principio de exclusdo de
Pauli, dois elétrons de um mesmo atomo ndo podem ter todos 0s numeros quanticos iguais. O
tipo de funcdo descrita pela forca de repulsdo, que € de curto alcance, é F o< 1/r™, com n
superior a 8. A maioria das imagens topograficas obtidas quando a ponta esta em contato com
a superficie sdo geradas devido ao efeito repulsivo dessa forca, que se deve a sua forte

dependéncia da distancia, o que possibilita a obtencdo de imagens com resolucéo atémical®
114

Forcas de van der Waals: E uma interacio dependente da distancia entre &tomos ou
moléculas. Ao contrario das ligagdes ibnicas ou covalentes, essas atragdes ndo resultam de uma
ligacdo quimica eletrbnica; eles sdo comparativamente fracos e, portanto, mais suscetiveis a
perturbacdes. A forca de van der Waals desaparece rapidamente em distancias maiores entre
moléculas em interacdo. Seu alcance pode ser sentido a distancias superiores a 10 nm. Sao
compostas por trés contribui¢bes distintas: interacBes tipo dipolo-dipolo, dipolo-dipolo

induzido e forcas de dispersdo ou forcas de London!® 114,

3.2.4.3 Modos de operagao

Para seu funcionamento, o AFM conta com trés principais modos de operagdo
diferentes: modo contato, modo ndo-contato e modo contato intermitente. Naturalmente, a forca
de interacdo entre a ponta e a superficie da amostra varia de acordo com o modo de operacgao
em uso. Para melhor entender os modos de funcionamento, a figura 3.11 representa um
diagrama das forgas de interacdo entre a ponta e a superficie, onde as forcas de van der Waals

e de repulsdo entre as nuvens eletrénicas sdo dominantes.
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Modo Contato (Estéatico): Neste modo, assim como o préprio nome diz, o cantilever esta
sempre em contato com a superficie da amostra (figura 3.11a). Quando a ponta e a superficie
da amostra se encontram em contato, a resultante das forgcas de interacdo responsavel pela

deflexdo do cantilever é dada pela expressao

F =kz (3.3)

onde F é a resultante das forgas de interacdo, k € a constante elastica do cantilever e z é a

deflexao.

Figura 3. 11: (a) Modo de operagéo contato; (b) Modo de operacéo ndo-contato; (c) Modo de operagdo contato

intermitente.
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No modo de contato, a constante elastica do cantilever deve ser muito menor que a
constante elastica do material a ser analisado, pois somente assim sua deflexdo pode

acompanhar toda a deformacéo da superficie analisada®'® 114,

Modo N&o contato (Dindmico): Para esse modo, a ponta € mantida afastada da superficie, de
modo que a principal forga de interacdo seja de longa distancia, como forgas magnéticas ou
eletrostaticas, assim como mostrado na figura 3.11b. O cantilever é forcado a vibrar, com o
auxilio de um elemento piezelétrico, com uma frequéncia w, proxima da sua frequéncia de

ressonancia w, 2.

Modo contato Intermitente (Dinamico): Ja para esse modo, o cantilever é forcado a oscilar
em uma frequéncia préxima a sua frequéncia de ressonancia, mas em contraste com o modo
ndo contato, a ponta toca descontinuamente a superficie da amostra (figura 3.11c). A amplitude
da vibracdo permanece constante; sempre que a ponta toca a amostra, a amplitude se desvia e é
detectada como um sinal de feedback. Neste modo de operacéo, a ponta é menos sensivel a acdo
capilar e a adesdo, 0o que minimiza a torcdo do cantilever e elimina o atrito. Neste modo, a
resolucdo das imagens topogréaficas, em particular de amostras de materiais moles, é melhorada.
Este modo permite, em simultaneo com a obtencdo da imagem topogréfica, uma imagem de
fase que da informacdo sobre a adesdo e rigidez da superficie da amostra, e assim, permite

identificar diferentes materiais presentes na mesma'2,

3.3.4.5 Equipamento utilizado

Para as medidas, foi utilizado um filme de CDs no substrato de MICA. As imagens de
AFM foram obtidas utilizando um microscopio de for¢a atdbmica Multiview 4000™ (Nanonics),
acoplado a um microscépio 6ptico BXFM (Olympus) (figura 3.12). O sistema de AFM foi
isolado acusticamente para reduzir interferéncias durante as medidas causadas pelo ruido do
ambiente, e montado em uma mesa de amortecimento ativa para suprimir ruidos mecénicos. A
topografia da amostra foi analisada (256 x 256 pixels) no modo contato intermitente com uma

taxa de varredura de 0,3-1 Hz. O software WSxM*® foi usado para processar as imagens.
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Figura 3. 12: Equipamento utilizado para realiza¢do das medidas AFM.

Fonte: http://www.nanonics.co.il/

3.2.5 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

Assim como no AFM a microscopia eletronica de transmissao (do inglés transmission
electron microscopy - TEM), é uma técnica que ndo utiliza luz para analise de imagens!?®.
Teoricamente, a resolu¢do maxima d que se pode obter com um microscépio de luz, foi limitada
pelo comprimento de onda dos fotons (A) que estdo sendo usados para sondar a amostra e a

abertura numérica NA do sistema,

d=——=~"2 (3.4)

~ 2nsin@  2NA

onde n é o indice de refracdo do meio no qual a lente esta trabalhando e 6 é o meio-angulo
méaximo do cone de luz que pode entrar na lente. Cientistas do inicio do século XX propuseram
um método teodrico para usar elétrons para resolver a limitacdo do comprimento de onda

relativamente grande da luz visivel (comprimento de onda de 400-700 nm). Como toda matéria,
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os elétrons tém propriedades de onda e particula, e suas propriedades de onda significam que
um feixe de elétrons pode ser focalizado e difratado da mesma forma que a luz®. O
comprimento de onda dos elétrons esta relacionado a sua energia cinética por meio da equacéo
de de Broglie, que diz que o comprimento de onda € inversamente proporcional ao momento.

Levando em consideragdo os efeitos relativisticos, 0 comprimento de onda é expresso por

Ae = (3.5)

onde h € a constante de Planck, m, € a massa de repouso de um elétron e E é a energia cinética
do elétron acelerado. Os elétrons sdo geralmente gerados em um microscopio eletrdnico pelo
processo de emissdo termidnica de um filamento, geralmente tungsténio, da mesma maneira
gue uma lampada ou, alternativamente, pela emissao de elétrons de campo. Os elétrons sdo
entdo acelerados por um potencial elétrico e focado por lentes eletrostaticas e eletromagnéticas
na amostral!®. O feixe transmitido contém informacdes sobre densidade, fase e periodicidade

do elétron, e pode ser usado para formar uma imagem.

3.2.5.1 Componentes do TEM

O TEM possui varios componentes que se fazem necessario para realizacdo de uma boa

imagem em escala nanométrica. Esses componentes sao:

Sistema de Vacuo: Para aumentar o caminho livre médio da interagdo do gas de elétron, um
TEM padrio é evacuado para baixas pressdes, normalmente da ordem de 10* Pa. Sdo duas as
principais causas para Se usar um sistema a vacuo: primeiro, a tolerancia para a diferenca de
tensdo entre o catodo e o solo sem gerar um arco e, segundo, para reduzir a frequéncia de coliséo

de elétrons com atomos de gas a niveis despreziveis.

Porta-Amostras: O porta-amostras de um TEM inclue eclusas de ar para permitir a insercéo

do suporte da amostra no vacuo com um aumento minimo na pressao em outras areas do
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microscopio. Os fixadores da amostra sdo adaptados para manter um tamanho padrdo de grelha
sobre a qual a amostra é colocada ou um tamanho padrdo de amostra auto-sustentavel. O
tamanho padrao da grelha de um TEM € um anel de aproximadamente 3 mm de diametro, com
tamanho, espessura e malhas variando de alguns a 100 pm. Os materiais mais comuns da grelha
sdo cobre, molibdénio, ouro ou platina. Essa grelha é colocada no porta-amostras que esta
emparelhado com o porta-objeto da amostra.

Canhao de Elétrons: O canhdo de elétrons é formado por varios componentes: o filamento,
um circuito de polarizacdo, uma capa Wehnelt, e um anodo de extracdo. Ao ligar o filamento
para o componente negativo da alimentacdo de energia, os elétrons podem ser “bombeados” do
canh&o de elétrons para a placa do anodo, e coluna do TEM, completando assim o circuito. O
canhdo é projetado para criar um feixe de elétrons saindo do dispositivo em um determinado
angulo, conhecido como o semidngulo de divergéncia do canhdo, a. Ao construir o cilindro
Wehnelt tal que tenha uma carga negativa maior do que o proprio filamento, os elétrons que
saem do filamento de uma maneira divergente séo, quando em bom funcionamento, forgados a

um padrdo convergente de tamanho minimo que é o diametro cruzado do canhéo.

Lentes Eletronicas: As lentes eletronicas sdo projetadas para atuar de uma maneira que emula
as lentes éticas, por focar raios paralelos em uma distancia focal constante. As lentes podem
operar eletrostaticamente ou magneticamente. A maioria das lentes eletrénicas para TEM
utilizam bobinas eletromagnéticas para gerar uma lente convexa. Para estas lentes, 0 campo
produzido pelas lentes deve ser radialmente simétrico, como o desvio da simetria radial das

lentes magnéticas causa aberracdes tais como astigmatismo, aberracéo esférica e cromatica.

Aberturas: Aberturas sdo placas metalicas anulares através das quais os elétrons que estdo a
uma distancia fixa maior do eixo 6ptico podem ser excluidas. Estas sdo compostas por um
pequeno disco metalico que é suficientemente espesso para impedir a passagem de elétrons
através do disco, embora permita elétrons axiais. Esta permissdo de elétrons centrais em um
TEM provoca dois efeitos simultaneos: por um lado, aberturas diminuem a intensidade do feixe
pelos elétrons que séo filtrados do feixe, o que pode ser desejavel, no caso das amostras
sensiveis ao feixe; em segundo lugar, essa filtragem remove elétrons que estdo espalhados em
angulos elevados, o que pode ser devido a processos indesejados, tais como a aberragéo esférica

e cromatica, ou devido a difracdo da interagdo dentro da amostrat!’.
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3.2.5.2 Equipamento Utilizado

As medidas foram realizadas em um microscépio eletrénico JEM 2100 (JEOL),
operando a uma tensdo de aceleragdo de 200 kV (Figura 3.13). As solucdes dos CDs foram
descartadas em uma grade de cobre revestida em C com uma malha de 400 (Ted Pella Inc.,

Redding, CA, EUA) e secas sob condi¢Ges ambientais.

Figura 3. 13: Equipamento utilizado para realizagdo das medidas de TEM.

Fonte: https://www.jeol.co.jp/en/

3.2.6 Espectroscopia de raios-X de disperséo de energia (EDX)

A espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX, do inglés, Energy-Dispersive
X-ray) é um método para caracterizacdo analitica ou quimica de materiais. Os sistemas EDX
sdo geralmente ligados a um instrumento de microscopia eletrdnica, como microscopia

eletronica de transmissdao (TEM) ou microscopia eletronica de varredura (SEM). A andlise de


https://www.jeol.co.jp/en/
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EDX fornece um espectro que exibe os picos correlacionados & composicao elementar da
amostra investigada. Além disso, 0 mapeamento elementar de uma amostra pode ser criado com
este método de caracterizacdo!8. Um esquema que descreve o método de espectroscopia EDX

é mostrado na figura 3.14.

Figura 3. 14: Equipamento utilizado para realizacdo das medidas de EDX.

Computador

Amplificador

Detector

Feixe de Elétrons

N =

Amostra

Fonte: Autor.

Quando uma amostra € irradiada com raios-X de um tubo de raios-X, 0s atomos na
amostra geram raios-X exclusivos que séo emitidos da amostra. Esses raios-X sdo conhecidos
como raios-X fluorescentes e tém comprimento de onda e energia Unicos que séo caracteristicos
de cada elemento que os gera. Consequentemente, a analise qualitativa pode ser realizada
investigando os comprimentos de onda dos raios-X. Como a intensidade dos raios-X
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fluorescentes é uma funcdo da concentracdo, a analise quantitativa também é possivel medindo
a quantidade de raios-X no comprimento de onda especifico para cada elemento. A figura 3.15
mostra um exemplo de como o0 EDX funciona. As letras K, L e M referem-se ao valor n que 0s
elétrons dessa camada tém (os elétrons K, mais proximos do nucleo, sdo n = 1 elétrons),
enquanto o e  indicam o tamanho da transicao. Os relaxamentos de M para L ou L para K sdo,

portanto, descritos como La ou Ka, enquanto que ir de M para K seria uma transi¢io KB,

Figura 3. 15: Mecanismo para EDX.

Elétron expulso @<+—

Energia
A~~~ Radiad:

Feixe

Fonte: Autor.

O equipamento utilizado para realizar as medidas de EDX foi o microscopio eletrdnico
de varredura SUPERSCAN SSX-550, com EDX integrado e estacdo de trabalho antivibragéo
(Shimadzu). A os CDs em suspencao foram depositados sobre uma pastilha de silicio para que
haja menos interferéncia com a superficie.
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4. EFEITOS DA TEMPERATURA EM PONTOS QUANTICOS DE CARBONO
DOPADOS COM NITROGENIO A PARTIR DA QUITOSANA

Hoje em dia, é amplamente esperado o uso de produtos quimicos organicos do chamado
conceito de quimica verde. As matérias-primas utilizadas nessas sinteses sdo geralmente
materiais baratos e renovaveis como suco de laranja, esterco de vaca, ovos de galinha, etc!#
8 Uma matéria-prima muito usada na sintese de CDs é a quitosana. A quitosana é um
biopolimero derivado da quitina, um composto organico abundante na natureza e que pode ser
extraido do exoesqueleto de alguns crustadceos e insetos. Este material contém grandes
quantidades de grupos funcionais amino (—NH>) e hidroxil (-OH). Portanto, a sintese dos CDs
a partir desse composto possui uma quantidade de nitrogénio (amina, nitrogénio piridinico ou
nitrogénio pirrélico)®. Esses grupos funcionais contendo nitrogénio melhoram ainda mais as
propriedades luminescentes, o que torna a quitosana uma matéria-prima interessante na sintese

dessas nanoestruturas®®.

No presente capitulo, pontos quéanticos de carbono de quitosana amino-funcionalizados
com bandas duplas de fluorescéncia e emissao dependente de excita¢do foram sintetizados via
método hidrotérmico a partir da quitosana (Q-CDs). Aqui nosso estudo tem como objetivo
compreender o efeito do tratamento térmico na emissdo da PL, no espectro de absor¢do, na
energia do gap de energia e no tamanho dos Q-CDs no estado sélido.

4.1 Sintese e Caracterizacdo dos Pontos Quanticos de Carbono

A microscopia eletrénica de transmissao foi utilizada para obter informagdes sobre a
morfologia dos pontos quanticos de carbono sintetizados. As imagens obtidas mostram a
morfologia quase esférica dos Q-CDs (figura 4.1a). Além disso, 0s Q-CDs exibiram padrdo de
difragdo com o espagamento da rede de 0,22 nm, tipico do plano de difracdo do carbono de
grafite.
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Figura 4. 1: (a) Imagem de Q-CDs no TEM em alta resolucéo, (b) Espectro de absorcdo e emissdo dos Q-CDs e
(c) Espectro de FTIR.
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Fonte: Autor.

De acordo com estudos anteriores®® %, o espectro de absorgdo apresenta uma banda de
absorcdo tipica localizada em 221 nm, que corresponde a transicdo m — m* do ndcleo
carbogénico. Ja o pico em 285 nm corresponde a ligagdo n — n* da regido do estado da
superficie, que pode se originar de grupos carbonil ou carbonil conjugado, associados ao
material de partida (quitosana), como pode ser visto na figura 4.1b. O espectro de emissdo em
uma solucdo aquosa (figura 4.1b), revela que os Q-CDs tiveram uma PL dependente da

excitacdo e exibiu uma emissdo de maior intensidade com comprimento de onda de 420 nm.

Em seguida, a composicdo quimica e os grupos funcionais presentes na superficie dos
Q-CDs foram identificados por meio de FTIR. A Fig. 4.1¢c mostra os espectros de FTIR dos Q-
CDs suspensos a 303 K. Esses espectros mostram uma banda de absorcdo forte em torno de
1790-1670 cm™* atribuida as vibragdes de alongamento de C = O da amida, a banda larga em
3600 cm™ originada da ligagio OH, e a banda entre 3200-3100 cm™ corresponde ao NH
originado de aminas secundarias. A banda em 1604 cm™ ¢ atribuida aos grupos aromaticos C =
C, 1530 cm! corresponde a ligagdo NH, a banda em 1363 cm™ é atribuida a ligagio C— N = ¢

abanda em 1221 cm™ se origina de a ligagio C — O. A faixa entre 2500—2600 cm™ corresponde
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ao COz presente na atmosfera. Além disso, o valor do rendimento quéntico absoluto (QY, do
inglés, Quantum Yield) foi medido em 4,36%, que era comparavel aos CDs relatados®. Na
figura 4.2, a espectroscopia EDX foi aplicada para confirmar a composi¢do quimica da amostra
preparada. A figura 4.2a mostra os elementos quimicos presentes nos Q-CDs, que sdo o carbono
(C), oxigénio (O) e nitrogénio (N); o silicio aparece, pois, a amostra é depositada em uma placa
de silicio. Através do mapa, vemos que o C apresenta uma maior concentragdo seguidos do O
e N (figuras 4.2a, 4.2b, 4.2c, respectivamente). Essa concentracdo ja era esperada, pois os dois
elementos mais abundantes nos Q-CDs sdo os C e O; o N aparece em sua maioria apenas na

superficie.

Figura 4. 2: (a) Espectro de EDX a 303 K. Mapa elementar correspondente dos elementos (b) Carbono, (c)
Oxigénio e (d) Nitrogénio.

(a) (b)

Fonte: Autor.
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4.2 Efeitos da Temperatura na Fotoluminescéncia

A figura 4.3a mostra os espectros de PL com excitacdo de 532 nm. Claramente, é
observado um desvio para o vermelho quando a temperatura é aumentada. Este efeito é
evidenciado na figura 4.3b comparando os espectros, ambos em 303 K. Esse é um ponto
importante, porque assim como foi observado para 0 primeiro aquecimento, 0 processo ndo é
reversivel, permanecendo deslocada®. A amostra ndo mostrou dependéncia com o tempo de

exposic¢do com a temperatura.

Por outro lado, a figura 4.3c mostra que, apos 0 aquecimento, 0 espectro ndo muda para
as mesmas temperaturas medidas na figura 4.3a. Isto € evidente na figura 4.3d, pois ndo ha
efeito do desvio para o vermelho. O aquecimento funciona como um tratamento térmico que
altera permanentemente a luminescéncia dos Q-CDs. A figura 4.3e mostra a variagéo do pico
de espectro de intensidade mais alta em funcdo da temperatura. No primeiro aguecimento
(esferas verdes), observa-se um aumento no comprimento de onda de 635 para 655 nm. Para o

segundo aquecimento (esferas azuis), ndo é observado nenhum desvio para o vermelho.

Assim como foi descrito anteriormente na secdo 2.4, a expressdo proposta por
O’Donnell ¢ Chen ¢ usada para a dependéncia da temperatura de gap de energia em
semicondutor, que € baseada na andlise do mecanismo de acoplamento elétron-fénon
responsavel pelo deslocamento do gap de energia®. Foram medidos os espectros de
fluorescéncia (excitacdo em 532 nm) do filme de Q-CDs em funcdo da temperatura de 303 K
até 453 K. A cada temperatura, picos assimétricos sao observados e descobrimos que a emissao
do espectro pode ser bem ajustada por uma funcao de duas gaussianas, como mostrado na figura
4.4a. A assimetria sugere diferentes multifluoréforos ou espécies luminescentes. Considerando
que as bandas duplas ajustadas no espectro de PL podem ser atribuidas ao nucleo (banda l) e a
emissdo do estado de superficie (banda Il), as bandas duplas mostram dependéncia da
temperatura, cujo grau de desvio do vermelho ocorre de maneira semelhante ao aumento da
temperatura. Para cada banda, extraimos o ajuste do intervalo de energia e da largura de banda

em funcédo da temperatura, conforme ilustrado nas figuras 4.4a e 4.4b, respectivamente.
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Figura 4. 3: PL com excitagdo de 532 nm, variando a temperatura: (a) primeiro aquecimento, (b) antes e ap6s o
primeiro aquecimento, (c) segundo aquecimento, (d) antes e ap6s o0 segundo aquecimento. (¢) O comprimento de

onda de emissdo de maior intensidade para cada temperatura.

(a (b)

—303 K
——303 K Ap6

303K

Intensidade Normalizada (a.u.) ~
Intensidade Normalizada (a.u.)

570 600 630 660 690 720 750 570 600 630 660 690 720 750
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

~
(@)
~
~
o
~

—303K
303 K Apbs

Intensidade Normalizada (a.u.)
B
2
“ XX
X
Intensidade Normalizada (a.u.)

570 600 630 660 690 720 750 570 600 630 660 690 720 750
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

()

£ 800
o=

R @ Primeiro Aquecimento
M 7504 @ Segundo Aquecimento
©

=g
=]
e

&
=]

1 ——33

o
i

8 & 8
i

o

Comprimento de On

300 330 360 390 420 450
Temperatura (K)

Fonte: Autor.

O gap de energia em funcdo da temperatura de cada banda foi ajustado e expresso por
O’Donnell e Chen (Eg. 2.5), onde S é o fator Huang-Rhys que representa a forca de
acoplamento de éxciton-fonon, (hw) é a média da energia fondnica e Kz € a constante de

Boltzmann. Os parametros de ajustes sdo E,(0) = 2,044 eV, (hw) = 21,4 meV e S = 2,584 X
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107'9 para banda-I e E;(0) = 1,888 eV, (hw) = 10 meV e S = 2,315 x 10~ para banda-II.

O pequeno valor de S representa o menor acoplamento elétron-fénon. Em contraste com pontos

quanticos, como InP/ZnS e CdSe/CdS, foi observado um S de 1,95 e 1,57, respectivamente®:
120

Outra informag&o importante que podemos extrair das bandas | e Il na figura 4.4a é a largura
de banda pela temperatura, como podemos ver na figura 4.4c. Estudos anteriores sobre
dependéncia de temperatura que analisam largura de banda em semicondutores e QDs
mostraram que podem ser separados em termos homogéneos e ndo homogéneos®™. O
alargamento homogéneo depende da temperatura e esté relacionado a dispersdo dos éxcitons
pelos fénons acusticos e dpticos. O alargamento ndo homogéneo, por outro lado, decorre de
flutuacdes no tamanho, forma e composicéo dos pontos quanticos. 1sso € atribuido ao perfil da
largura de banda como independéncia da temperatura, o que indica que a dispersdo elétron-
elétron domina. A expressdo da largura de banda total é descrita pela equagdo 2.6. Onde T}
(espalhamento elétron-elétron) é o termo intrinseco independente da temperatura (ndo
homogéneo) e os trés Udltimos termos representam termos dependentes da temperatura
(homogéneos), a é o coeficiente de acoplamento fénon elétron-acustico, I';, representa a forca
do acoplamento éxciton - LO do fénon, E; € a energia do fonon LO, o € a largura de banda
devido a dispersdo de impurezas/defeitos totalmente ionizada, E € a energia de ativacéo para

ionizacdo e a é a largura de linha devido a dispersdo de impurezas totalmente ionizada.

Figura 4. 4: (a) O espectro de fluorescéncia pode ser bem ajustado por uma fungéo de duas Gaussianas (b)
Intervalo de Energia e (c) Largura da banda, ambos em fungdo da temperatura nos Q-CDs.
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Fonte: Autor.
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Como podemos ver na figura 4.4b, a largura de banda das bandas | e 1l tem uma pequena
variagédo, portanto, podemos dizer que a largura de banda n&o variou com a temperatura. 1Sso
indica que a disperséo elétron-elétron domina e o acoplamento de fénon é muito pequeno, como

mostrado anteriormente na analise de intervalo de energia.

A figura 4.5 mostra o tempo de vida da fotoluminescéncia para duas temperaturas
diferentes, 303 K e 453 K. A amostra foi excitada com um laser de comprimento de onda em
366 nm e monitorado em 420 nm. Um modelo de decaimento biexponencial®® foi ajustado as

curvas de decaimento obtidas:

t t

I(t) = 1418_H + Aze_g (41)

onde I(t) é a intensidade de fluorescéncia dependente do tempo, A; é a amplitude e t; o tempo

de vida. O tempo de vida média (T,¢qi0), € definido como:

TiAiT]
<Tmédio> = iTl;_l (4-2)

Figura 4. 5: Curvas de decaimento PL em 303 K e 453 K.
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Fonte: Autor.
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A tabela 4.1 mostra os tempos de vida obtidos para cada temperatura. Em 303 K, 0
tempo de vida dos Q-CDs foi de 4,20 ns; ja em 453 K, ele passa a ser de 4,14 ns, tendo assim
uma reducdo de 0,05 ns no tempo de vida. Essa relaxacdo mais rapida em 453 K pode ser
atribuido a ocorréncia de processos de decaimento ndo radiativos. Geralmente, a evolucao
temporal da fluorescéncia dos Q-CDs é observada com componentes multiexponenciais, o0 que
sugere os portadores fotoexcitados seguindo os complicados processos de relaxamento. Vale
ressaltar que a dindmica de relaxacdo da fotoluminescéncia dos Q-CDs diferencia da grande
maioria dos QDs semicondutores convencionais que apresentam comportamento

monoexponencial®®.

Tabela 4. 1: Valores para o tempo de vida dos Q-CDs.

303 K 4,20 ns
453 K 414 ns

Fonte: Autor.

4.3 Fotoluminescéncia dependente da Excitacao

Uma propriedade interessante em Q-CDs é investigar os espectros PL para diferentes
comprimentos de onda de excitacdo. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente
com o espectrofluordometro FluoroLog®-3. Para essas medicdes, a solucdo de Q-CDs foi
primeiramente aquecida externamente (303 K e 453 K) e depois ressuspensa em agua. As
figuras 4.6a e 4.6b apresentam os espectros de emisséo de PL de suspensao de Q-CDs aquecidos
a 303 K e 453 K, respectivamente. Com base nos resultados, fica evidente a dependéncia de

cada espectro com o comprimento de onda de excitagéo.
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Figura 4. 6: Espectros de emissdo da PL dependentes da excitacdo: (a) aquecimento a 303 K, (b) aquecimento a
453 K. (c) O comprimento de onda de maior intensidade da PL dependente de excitacdo a 303 K (esferas verdes)

e 453 K (esferas vermelhas). (d) Fotografias de Q-CDs fluorescentes sob excitacdo laser de 380 nm.
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Fonte: Autor.

A figura. 4.6¢ apresenta a intensidade maxima da emissdo cada espectro, mostrado nas
figuras 4.6a e 4.6b, em funcdo do comprimento de onda de excitacdo. As suspensdes de Q-CDs,
aquelas aquecidas a 453 K e resfriadas a temperatura ambiente, tiveram o espectro deslocado
para um comprimento de onda maior em comparagdo com 0s espectros de Q-CDs aquecidos a
303 K. O maior valor de intensidade mudou de 340 para 380 nm apds o aquecimento. Ambas
as suspensodes de Q-CDs tém fluorescéncia azul sob iluminacdo de luz UV de 380 nm, mas para
Q-CDs aquecidos, essa fluorescéncia € um pouco mais brilhante (Figura 4.6d). Ambas as
imagens foram tiradas a temperatura ambiente. O importante aqui €, embora o desvio para o
vermelho possa ter mecanismos diferentes nos estados sdlido e liquido, em ambos 0s casos esse

efeito foi observado.
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4.4 Anélise de AFM nos Pontos quanticos de Carbono

Figura 4. 7: Imagens de AFM de Q-CDs em diferentes temperaturas: (a) 303 K e (b) 453 K. Distribuicéo de
tamanho (c) 303 K (d) 453 K
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Fonte: Autor.

Para melhor analisar a morfologia e a distribuicdo dos Q-CDs também foram feitas
analises de AFM. A figura 4.7 mostra as imagens de AFM dos Q-CDs ap6s serem aquecidos a
303 K e 453 K. A figura. 4.7a mostra os Q-CDs a uma temperatura de 303 K, onde 0s pontos
com maior brilho representam aglomerados de Q-CDs. Para melhor analisar seu tamanho, o
perfil é desenhado em uma regido sem aglomerados, onde os Q-CDs estdo mais dispersos. Pelo

histograma de distribuicdo de altura da figura 4.7c, é possivel observar que a altura média dos
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Q-CDs € de aproximadamente 6 nm. A figura 4.7b mostra a imagem AFM dos Q-CDs ap0ds
serem aquecidos a 453 K. Seu histograma de distribuicdo de altura € mostrado na figura 4.7d,
onde a altura meédia obtida é de aproximadamente 6 nm. Portanto, o tamanho permanece
inalterado apos o tratamento térmico. As imagens de AFM confirmam que o confinamento
quantico (tamanho) ndo foi responsavel pelo desvio para o vermelho da PL. Dessa forma, o
componente ndo homogéneo ndo se deve a mudanca de tamanho e forma e pode-se inferir que

a PL tem uma contribuicdo maior da superficie.

4.5 Analise de FTIR, UV-vis e EDX para Pontos Quanticos de Carbono

Figura 4. 8: (a) Absorcdo em 303 K, 453 K (primeiro aquecimento) e 453 K (segundo aquecimento). (b) FTIR
em 303 K, 453 K (primeiro aquecimento) e 453 K (segundo aquecimento).
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Fonte: Autor.

A figura 4.8 mostra o espectro de FTIR e a absor¢do dos Q-CDs suspensos a 303 K
(linha verde) apos o primeiro aquecimento a 453 K (linha vermelha) e o segundo aquecimento
a 453 K (linha azul). Os picos exibidos nos espectros dos Q-CDs a 303 K (linha verde) nédo
apresentam diferenca em comparagdo com o espectro dos outros Q-CDs ap6s o primeiro (linha
vermelha) e o segundo (linha azul) aquecimentos. Portanto, o espectro do infravermelho (figura
4.8a) mostra uma forte banda de absorgdo em torno de 1790-1670 cm™ atribuida as vibragoes
de alongamento de C = O da amida, a banda larga em 3600 cm™ ¢ originada da ligagido OH, em

3200-3100 cm™ a ligacdo NH é originaria de aminas secundarias, 1604 cm™ corresponde a
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ligagdo C = C de grupos aromaticos, 1530 cm™ de NH, 1363 cm™ de CN =, e a de 1221 cm™
de CO. A banda entre 2500-2600 cm™ corresponde ao CO; presente na atmosfera.

Figura 4. 9: (a) Espectro de EDX a 453 K. Mapa elementar correspondente aos elementos (b) Carbono, (c)
Oxigénio e (d) Nitrogénio.
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Fonte: Autor.

A figura 4.8b mostra o espectro de absorcdo a 303 K (linha verde) apds o primeiro
aquecimento a 453 K (linha vermelha) e o segundo aquecimento a 453 K (linha azul). A partir
deste espectro podemos determinar o nacleo e os grupos funcionais na superficie dos Q-CDs.
De acordo com estudos anteriores*® 58 os espectros de absorgdo a 303 K (linha verde)
demonstram uma banda de absorcdo tipica localizada em 221 nm, que corresponde a transicao
m — " e a banda em 285 nm corresponde a transi¢cdo n—m*, conforme descrito anteriormente
na caracterizacdo da amostra. Enquanto isso, na absor¢cdo do espectro dos Q-CDs apds o

aquecimento (linha vermelha e azul), outro novo pico pode ser visto em 350 nm, o que indica
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uma mudanca em seu estado de superficie®. Sabe-se que a mudanca nos estados da superficie
causa um desvio para o vermelho, como podemos ver no presente trabalho. A largura de banda
ndo homogénea, vista na Fig. 4.4c, corrobora uma mudanca no estado da superficie, uma vez
que esta relacionada a flutuacdo da composi¢do, enquanto a mudanca de tamanho e forma é
descartada nas imagens de AFM. O EDX e a anélise de mapeamento elementar correspondente
apoOs o aquecimento mostraram a presenca de C, O e N, provando que ndo ha mudanca
elementar nos Q-CDs (figura 4.9).

Figura 4. 10: lustracdo da mudanca dos estados de superficie que ocorre com o aumento da temperatura.
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Fonte: Autor.

Para melhor entender o processo de mudanca no estado de superficie, a figura 4.10
mostra uma ilustracdo dos Q-CDs em 303 K e em 453 K. A esfera central em cinza representa
0 ndcleo, que é composto principalmente de C; j& as linhas em sua volta representam as ligaces
feitas na superficie, como por exemplo de NH», OH, entre outras e abaixo temos 0s niveis de
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energia. A uma temperatura de 303 K temos niveis de energia maiores formados por seus
estados de superficie. Quando aquecemos, a temperatura de 453 K, as ligacdes da superficie se
alteram passando assim a possuir novos estados de superficie e fazendo com que sua emissédo
va para os estados de menor energia criado; quando resfriado a 303 K, esses estados
permanecem alterados. Esses novos estados sdo os responsaveis pelo desvio para o vermelho

provocado na emisséo da PL.
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5 EFEITOS DA TEMPERATURA EM PONTOS QUANTICOS DE CARBONO DE
ENXOFRE E NITROGENIO INDEPENDENTE E DEPENDENTES DA EXCITACAO

O principal elemento utilizado na co-dopagem de CDs é o nitrogénio (N), pois é
facilmente incorporado ao esqueleto do material de carbono. Entretanto, foi observado que CDs
co-dopados com nitrogénio e enxofre (S) apresenta um melhora na emissdo’. O enxofre, ndo
tem efeito significativo na emissdo de CDs; entretanto, a co-dopagem com heterodtomos produz
uma estrutura eletronica Unica, causando um efeito sinérgico entre N e S nos CDs. Alguns
trabalhos mostraram que o atomo S fornece um efeito sinérgico sobre N, resultando em um PL

dominado por grupos funcionais contendo N3% 7°,

Nesse capitulo analisamos a variacdo de temperatura para dois CDs co-dopados com N
e S, que apresentam um desvio em sua PL. Analisamos 0s principais fatores dessa causa, como
a forma, o tamanho e a composicdo. Testamos os CDs tratados com duas temperaturas

diferentes para imageamento celular.

5.1 Caracterizagdo dos Pontos Quanticos de Carbono

As caracteristicas morfoldgicas dos CDs, como tamanho, forma e estrutura grafitica,
foram analisadas por microscopia eletrénica de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM),
conforme mostrado na figura 5.1. A imagem do TEM dos C-CDs mostrada na figura 5.1a exibe
um formato quase esférico, com espacamento de rede de 0,23 nm. A distribuicdo de tamanho
apresentado na figura 5.1b mostra um tamanho médio de 3,5 nm. A figura 5.1c mostra a imagem
HRTEM dos D-CDs, que por sua vez, também apresenta um formato quase esférico, com
espacamento de rede de 0,22 nm. A figura 5.1d exibe uma distribuigdo de tamanho de 3,5 nm

para os D-CDs.
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Figura 5. 1: (a) Imagens HRTEM dos pontos quénticos de carbono. Insercdo: espacamento da rede. C-CDs. (b).
Distribui¢do de tamanho C-CDs. (c) Imagens HRTEM dos pontos quénticos de carbono. Insercéo: espagamento
da rede. D-CDs. (d). Distribui¢do de tamanho D-CDs.
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Fonte: Autor.

As propriedades Opticas dos CDs foram analisadas por espectroscopias PL e UV-vis. A
Figura 5.2a mostra os espectros de PL dos C-CDs. Esses pontos quénticos de carbono exibem
PL independente de excitagdo, com banda de emisséo azul em 421 nm, cuja intensidade méaxima
foi obtida excitando a amostra em 350 nm. J& os D-CDs apresentam PL dependente de
excitacdo, como pode ser visto na Figura 5.2b. Esses pontos quanticos de carbono também
possuem emissdo maxima na regido do azul, porém apresentam uma banda larga cuja

intensidade maxima foi obtida excitando a amostra em 410 nm*.

A Figura 5.2c mostra o espectro de FTIR dos C-CDs, com uma banda em 3196 cm™
correspondendo ao grupo NH, uma banda forte associada & vibragdes OH em 2935 cm?,
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ligagdes S—H em 2573 cm, ligagdes C=0 em 1700 cm™ e ligagdes CO-O em 1577 cm™. O

espectro também mostra ligacdes C=N em 1438 cm?, ligagdes C-S em 1197 cm™ e ligacdes

SO-Oem 1011 em™.

Figura 5. 2: Caracterizacdo dos CDs. C-CDs (a) Espectro de emisséo da fotoluminescéncia (a) C-CDs (b) D-
CDs. FTIR (c) C-CDs (d) D-CDs. UV-Vis, (e) C-CDs (f) D-CDs.
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O espectro FTIR dos D-CDs apresentados na figura 5.2d mostra uma banda em 2935
cm? correspondendo as vibrages OH, ligagdes C=0 em 1715 cm™ e ligagdes C=C em 1632
cmt. Os picos em 3321, 1497, 1448 e 1174 cm™* revelam a presenca de grupos NH, N-H, C=N
e C—N, respectivamente. Os dois picos em 1335 e 1032 cm™ sdo atribuidos as ligagbes SO e
SO-0, respectivamente. As bandas entre 2400-2250 cm™* encontradas nos espectros dos C-
CDs e D-CDs, correspondem ao CO; presente na atmosfera. Todos esses resultados estdo de

acordo com a literatura e confirmam o sucesso da preparagio dos CDs co-dopados com N e S7°.

A figura 5.2e mostra o espectro de absorg¢do dos C-CDs. A primeira banda em 210 nm
corresponde as ligacBes m — ™ e esta relacionada ao nucleo dos CDs; as outras duas bandas
em 262 nm e 350 nm, que sdo atribuidas a superficie do material, correspondem as ligacGes
n —r*. A Figura 5.2f mostra o espectro de absor¢do dos D-CDs, onde as bandas entre 200—
250 nm correspondem as ligacdes m — r*, e sdo atribuidas ao nucleo dos CDs. As bandas
observadas entre 250-550 nm correspondem as ligagdes n — m* e estdo relacionadas a

superficie dos CDs*% 42,

Figura 5. 3: Mapeamento elementar dos CDs e espectro EDX em 303 K. (a) C-CDs e (b) D-CDs.
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Para melhor caracterizar os CDs, foram tomadas medidas de EDX-MEYV afim de mapear
o0s elementos presentes. A figura 5.3a mostra 0 mapa dos elementos quimicos presentes nos C-
CDs, que sdo o carbono (C), o oxigénio (O), o enxofre (S) e o nitrogénio (N); esses elementos
também sdo relatados através do grafico. Ja para os D-CDs, mostrados na figura 5.3b, 0 mapa
mostra os seus elementos que séo C, O, S e N. O gréafico apresenta todos os elementos e um
pico relacionado ao silicio, pois a amostra € depositada em uma placa de silicio. Os dois CDs

apresentaram maior concentracdo dos elementos de C e S.

5.2 Efeitos da Temperatura na Fotoluminescéncia

Para apoiar ainda mais o estudo das propriedades épticas dos CDs, aqui relatamos o
efeito da temperatura nos espectros de PL. A Figura 5.4a mostra os espectros de PL dos C-CDs
medidos para temperaturas entre 303 K e 453 K. Apenas pequenas flutuacdes sao observadas
nos espectros até uma temperatura de 393 K; depois disso, um desvio para o vermelho é
observado quando a temperatura € elevada até 453 K. Ao atingir esta temperatura, os C-CDs

foram resfriados a temperatura inicial de 303 K.

A Figura 5.4b mostra os espectros de PL para o segundo aquecimento dos C-CDs.
Podemos observar que ao aumentar a temperatura, 0s espectros ndo se deslocam mais,
permanecendo com o mesmo perfil obtido com a temperatura de 453 K no primeiro
aquecimento. A variacdo de PL a partir do pico de maior intensidade é mostrada na Figura 5.4e.
A partir desta andlise, podemos observar mais claramente o desvio para o vermelho no primeiro
aguecimento (pontos verdes), que foi de 67 nm. Ao reaquecer a amostra, observamos que a PL

permanece inalterada (pontos azuis).

Os espectros de PL dos D-CDs foram medidos para temperaturas entre 303 K e 483 K.
A Figura 5.4c mostra os espectros obtidos durante o primeiro aquecimento. Ao contrario dos
C-CDs, os espectros PL dos D-CDs apresentam um desvio para o azul até uma temperatura de
423 K; apls atingir esta temperatura, um desvio para o vermelho é observado quando a
temperatura € aumentada até 483 K. Em seguida, os D-CDs foram resfriados a temperatura
inicial de 303 K e reaquecidos. A Figura 5.4d mostra os espectros de PL para o segundo

aquecimento dos D-CDs. Aqui, como no caso dos C-CDs, os espectros também nao se deslocam
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apos o reaquecimento da amostra, permanecendo com o mesmo perfil obtido com a temperatura

de 483 K no primeiro aquecimento.

Figura 5. 4: PL com temperatura variavel de excitacdo de 532 nm. (a) Primeiro aquecimento e (b) segundo
aquecimento para os C-CDs. (c) Primeiro aquecimento e (d) segundo aquecimento para os D-CDs. (g)
Comprimento de onda de emissdo de espectros de maior intensidade para cada temperatura dos C-CDs e (f)

Comprimento de onda de emissao de espectros de maior intensidade para cada temperatura dos D-CDs.
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A Figura 5.4f mostra a variagdo da PL a partir do pico de maior intensidade no espectro
de emissdo. A partir dessa analise, podemos observar um pequeno deslocamento para o azul de
20 nm e, quando esta em 423 K, a PL retorna ao mesmo comprimento de onda da temperatura
inicial a 303 K (pontos verdes). Ao reaquecer a amostra, a PL permanece inalterada (pontos

azuis).

Assim como j& mencionado na se¢do 2.4, uma expressdo muito usada para descrever a
dependéncia da temperatura do gap de energia em semicondutores € a equagdo de O’Donnell e
Chen, que se baseia na analise do mecanismo de acoplamento elétron-fénon que é responsavel
pelo deslocamento de banda. Yu et al?®. analisaram CDs independentes da excitacdo variando
a temperatura de 77 até 300 K; nestes foram observados um baixo fator de Huang, o que deixa
0s CDs com caracteristicas proximas a nanoclusters de ouro, além de uma ndo dependéncia da

largura de banda com a temperatura, 0 que caracteriza uma maior interacao elétron-elétron.

E possivel avaliar a contribuicio do ncleo e da superficie pelos espectros de PL. Cada
espectro de emissdo variando a temperatura dos C-CDs (Fig. 5.4a) e dos D-CDs (Fig. 5.4d)
pode ser ajustado por duas fun¢des gaussianas, como mostrado nas figuras 5.5a e 5.5b, onde a
banda | € atribuida ao ndcleo, e a banda 11 é atribuida ao estado de superficie. Nas figuras 5.5¢c
e 5.5d, temos a variacdo do intervalo de energia em fungéo da temperatura dos C-CDs e D-CDs,
respectivamente. Para ambos os CDs, essas duas bandas apresentam dependéncia da
temperatura, evidenciando a mudanga em suas PLs. A partir desses pontos, usamos a equacao
proposta por O’Donnell e Chen® para avaliar os mecanismos de PL dos C-CDs (equagio 2.5).
Onde S é o fator de Huang-Rhys que representa a forca de acoplamento éxciton-fénon, (hw) é
a energia média do fénon e Ky € a constante de Boltzmann. Os parametros de ajustes do C-CDs
sdo E,(0) = 2,04 eV, (hw)=17,09meV e S =28,85x107'° para banda-l, e E;(0) =
1,902 eV, (hw) = 13.3meV e S = 4,84 x 10~? para banda-11. O baixo fator de Huang indica
um acoplamento elétron-fénon mais fraco, onde seu comportamento € diferente dos QDs que
apresentam um fator de Huang maior, como os QDs de In/P e de CdSe/CdS%:12°, que possuem
um fator de Huang de 1,95 e 1,57, respectivamente. O baixo fator de Huang também é

condizente com o trabalho realizado por Yu?®, e com os Q-CDs mostrados no capitulo anterior.
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Figura 5. 5: Espectro de emissdo (453 K) ajustado por duas fungdes Gaussianas para (a) C-CDs e (b) D-CDs.
Intervalo de energia (c) C-CDs e (d) D-CDs. Largura de banda (e) C-CDs e (f) D-CDs.
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Para os D-CDs (figura 5.5d), vemos que o intervalo de energia da banda 11 apresenta um
desvio para o0 azul. Como ja dito anteriormente, a equagdo de O’Donnell e Chen se origina da
relacdo empirica de Varshni, que em semicondutores e QDs, essas analises sdo aplicadas
guando os picos de PL sofrem um desvio para o vermelho predominantemente, portanto ela ndo

é usada para casos de desvio para o azul®® 2!, Assim, buscamos analisar materiais que
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apresentassem o mesmo comportamento de desvio para o azul. Dentre esses materiais, estao o0s
semicondutores organicos; no entanto, esse mecanismo também ndo foi completamente
compreendido para esses materiais'?% 122, As duas principais explicacdes para esse fenémeno
sdo a flutuacdo de torcdo de rede e de um mecanismo para excitar éxcitons povoados ou

localizados nos segmentos de altas energias em temperaturas mais altas!?% 123 124,

Aqui, propomos que o desvio para o azul observado pode ser atribuido aos éxcitons
excitados povoados ou localizados em segmentos de altas energias, como estados de defeito de
oxidagao da superficie. A medida que a temperatura aumenta, os elétrons excitados em estados
de defeitos de oxidacdo povoam os estados superiores devido a ativacao térmica e a energia de
emissdo demonstra um pequeno desvio para o azul. Por outro lado, 0 aumento da temperatura
faz com que a interacdo elétron-fénon possa levar a um desvio para o vermelho, pois grupos
funcionais presentes na superficie sdo obstaculos quando os éxcitons migram para um estado
de menor energia. Assim, o desvio para o azul implica que os éxcitons excitados localizados
em segmentos de altas energias desempenham um papel dominante, enquanto a interacdo entre

os elétrons e fénons desempenham um papel menor na emisséo.

Uma outra forma de avaliar a dependéncia com a temperatura é através da largura de
banda. Alguns trabalhos demonstraram que o alargamento da banda pode ser separado em
componentes homogéneas e ndo homogéneas® 124, A parte nio homogénea esta relacionada ao
espalhamento elétron-elétron que € devido as flutuacdes de tamanho, forma e composicao, e é
independente da temperatura. J& a parte homogénea é dependente da temperatura e esta
relacionada com o espalhamento de superficie/defeitos/impurezas ionizadas que sdo causadas
pelo espalhamento de fonons acusticos'®* (Equagdo 2.6). Onde T, é o alargamento ndo
homogéneo e o é o coeficiente de acoplamento elétron-fénon acustico. E corresponde a energia
de ionizacdo, que esté relacionada a ionizacdo de impurezas dos CDs, e « € a largura de banda

devido a impureza totalmente ionizada (espalhamento de defeitos).

Analisando a largura de banda dos C-CDs (figura 5.5e), os parametros extraidos da
banda Il foram Iy = 102 meV, ¢ = 7,03 ueV /K e a energia ionizada E; = 53,33 meV/; ja a
banda I mostrou valores extremamente baixos, podendo assim considerar apenas a banda Il com
uma dependéncia da temperatura. Apesar dos C-CDs mostrarem uma dependéncia da largura
de banda com a temperatura, o coeficiente de acoplamento elétron-fénon o é bem pequeno
quando comparado com pontos quanticos semicondutores, como os CdSe que possuem o =

21 ueV/K%; ao invés disso, temos um coeficiente bem proximo dos encontrados em
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nanoclusters de ouro, como 0s Au,, que tem o = 5,9 ueV /K*?*. O baixo valor do coeficiente
nos diz que a interagdo elétron-fonon dos C-CDs é fraca, dando assim uma maior interacdo
elétron-elétron. Assim, a anélise da influéncia da temperatura no gap de energia e na largura de
banda dos C-CDs sugere um espalhamento elétron-fonon fraco, considerando assim o efeito
dominante sendo a interacdo elétron-elétron que pode ser devido as flutuagcdes de tamanho,

forma e composicao.

A largura de banda dos D-CDs, como podemos ver na figura 5.5f, mostra uma néo
dependéncia com a temperatura. Temos assim apenas o termo ndo homogéneo da equacgéo; isso
indica que o espalhamento elétron-elétron domina esses CDs, 0 que também sugere ser devido

as flutuacdes de tamanho, forma e composicao.

5.3 Fotoluminescéncia (dependente e independente da excitacdo) dos Pontos Quanticos de
Carbono

As propriedades da emissdo da PL podem ser dependentes ou independentes da
excitacdo, e isso € um importante fator a ser observado. O tratamento térmico pode ocasionar
mudancas além do desvio para o azul e para o vermelho, como a mudanca na banda de maior
intensidade de emiss&o? 440, Aqui analisamos o espectro de emissdo, variando o comprimento
de onda de excitacdo, com as amostras aquecidas a 303 K e 453 K. As medidas foram realizadas
usando um FLUOROLOG em temperatura ambiente e a preparacdo da amostra foi feita como
descrito na secdo 3.2. Analisando novamente a figura 5.2a, onde tinhamos a amostra de C-CDs
aquecida a 303 K, e comparando com a figura 5.6a, que corresponde a amostra de C-CDs
aquecida a 453 K, notamos uma alteracdo na banda de maior intensidade de emissdo dos C-
CDs a 453 K. Para melhor visualizacéo, a figura 5.6¢c mostra a intensidade do comprimento de
onda de emisséo em func¢do do comprimento de onda de excitagdo. Vemos claramente que em
303 K, a maior intensidade de emissao ocorre quando a amostra € excitada em 350 nm. Apds o
aquecimento, o pico de maior intensidade de emisséo passa a ser quando a amostra é excitada
em 360 nm. J4 os D-CDs a 303 K (figura 5.2d) e a 453 K (figura 5.6¢) ndo apresentam mudanca,
permanecendo com a mesma emissdo de maior intensidade quando excitado em 410 nm para

ambas as temperaturas. 1sso pode ser visualizado melhor na figura 5.6d.



Figura 5. 6: Espectros de emissdo da PL a temperatura de 453 K para (a) C-CDs e (b) D-CDs. (c) O

comprimento de onda de maior intensidade da PL dependente da emissdo em 303 K (pontos verdes) e 453 K
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(pontos azuis) para C-CDs. (d) O comprimento de onda de maior intensidade da PL dependente da emissdo em

303 K (pontos verdes) e 453 K (pontos azuis) para D-CDs.
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5.4 Propriedades Morfoldgicas Apds o Aquecimento

Os pontos quanticos semicondutores tém, em sua maioria, uma relagédo direta de tamanho com

as propriedades opticas** 3. Geralmente quando ha um aumento no tamanho, os elétrons

tendem a povoar os estados de menor energia. A temperatura, por sua vez, ¢ um dos

responsaveis por alterar o tamanho dos QDs®. Aqui analisamos através do TEM as

caracteristicas morfoldgicas de tamanho, forma e espagamento grafitico dos C-CDs e D-CDs

apos serem aquecidos a 453 K. A figura 5.6a mostra que o formato dos C-CDs continua quase

esférico e 0 espagamento da rede grafitica permanece em 0,23 nm. No entanto, sua distribuicdo
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de tamanho (figura 5.6b) exibe um aumento significativo, que passa a ser de 5 nm. Assim,
podemos dizer que o aumento do tamanho dos C-CDs é um dos fatores para o desvio para o
vermelho. A largura de banda, mostrada na figura 5.5e corrobora para essa afirmacédo, uma vez
que a interacao elétron-elétron tende a ser também provocada pela flutuacdo de tamanho. A
figura 5.6¢ mostra os D-CDs ap0s serem aquecidos a 453 K. Seu espacamento de rede grafitico
permanece inalterado em 0,22 nm, assim como seu formato quase esférico, quando comparado
a figura 5.1c. Sua distribuicdo de tamanho também néo sofre alteracdo, permanecendo com o

mesmo tamanho de 3,5 nm.

Figura 5. 7: (a) Imagem HRTEM dos C-CDs aquecidos a 453 K. Insercdo: espagamento da rede. (b)
Distribui¢do de tamanho dos C-CDs. (¢) Imagem HRTEM dos D-CDs aquecidos & 453 K. Inser¢do: espagcamento
da rede. (d) Distribuicdo de tamanho dos D-CDs.
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5.5 Tempo de Vida dos Pontos Quénticos de Carbono

A figura 5.8 mostra o tempo de vida da fotoluminescéncia para trés temperaturas
diferentes: 303 K, 363 K e 453 K. Os C-CDs, mostrados na figura 5.8a, foram excitados com
um laser de comprimento de onda de 366 nm e monitorado em 435 nm. Para ajustar-se ao
decaimento das curvas obtidas, um modelo de decaimento biexponencial®® foi usado (equacéo
4.1). Os D-CDs, mostrados na figura 5.8b, foram excitados com um laser de comprimento de
onda de 454 nm e monitorado em 490 nm. Um modelo de decaimento biexponencial também
foi ajustado as curvas de decaimento obtidas (equacdo 4.1). O de tempo de vida médio'?®
(tmedio) foi calculado pela equacdo 4.2, e foi utilizada para calcular o tempo de vida dos dois
tipos de CDs.

Figura 5. 8: Curvas de decaimento PL para (a) C-CDs e (b) D-CDs. (¢) Tempo de vida em ns para C-CDs e D-
CDs.
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A tabela 5.1 mostra os tempos de vida obtidos para os dois CDs para cada temperatura.
Para o C-CDs, o tempo de vida em 303 K foi de 8,38 ns, em 363 K ele passa a ser de 8,91 ns, e
em 453 K, o tempo de vida foi de 9,83 ns. Analisando os dois extremos, observamos um
aumento de 1,45 ns no seu tempo de vida. NOs propomos que esse aumento no tempo de vida
é referente a uma diminuicdo dos decaimentos nao radiativos que estdo ligados & mudanca dos
seus estados de superficie. Contudo, para 0 D-CDs, o tempo de vida em 303 K foi de 8,41 ns,
em 363 K ele passa a ser de 7,47 e em 453 K foi de 6,32 ns. Com isso, tivemos uma diminui¢éo
de 2,09 ns com 0 aumento da temperatura. A diminuicdo observada pode ser atribuida ao

aumento dos decaimentos nao radiativos®® 1%,

Tabela 5. 1: Valores para o tempo de vida dos C-CDs e D-CDs.

C-CDs D-CDs
303K 8,38 8,41
363 K 8,91 7,47
453 K 9,83 6,32

Fonte: Autor.

5.6 Espectros de UV-vis, FTIR e EDX dos Pontos Quanticos de Carbono

O espectro de UV-Vis foi usado para identificar a absorcdo oOptica do nucleo e da
superficie. Na figura 5.9a, temos o espectro de absorcao dos C-CDs a 303 K e 453 K. O espectro
apresenta um pico caracteristico em 210 nm que corresponde as transi¢des = — * dos dominios
aromaticos sp? que sdo caracteristicos do nicleo. Os picos em 262 e 350 nm representam as
transicbes n — m*, que estdo associadas a superficie, onde 350 nm & uma banda de absorc¢éo
caracteristica de nitrogénio®?. Apds o aquecimento, o perfil do espectro de absorcio € alterado,
mudando a banda em 262 nm que sofre um deslocamento para 248 nm e uma diminuigédo na
intensidade. Desse modo, como vimos no capitulo anterior, a alteracdo no perfil da absorcéo
corresponde as mudancas nos estados de superficie. Quando analisamos o espectro de FTIR
ap6s o aquecimento (figura 5.9¢) vemos uma alteragdo na banda em 1650 cm relacionada as
ligagBes CO-O. Isso refor¢a a afirmacédo de que ocorreu uma mudanca nos estados de superficie.
A largura de banda, mostrada na figura 5.4e também corrobora para essa afirmacdo, uma vez

que a interacao elétron-elétron pode ser provocada pela mudanca na sua composicao.
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Figura 5. 9: Absorcdo em 303 K e 453 K para (a) C-CDs e (b) D-CDs. (¢) FTIR em 303 K e 453 K para (c) C-
CDs e (d) D-CDs.
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Fonte: Autor.

Na figura 5.9b, temos a absorcdo dos D-CDs a 303 e 453 K. A regido entre 200 e 250
nm esta relacionada as transicdes m — ™ atribuidas ao ndcleo, enquanto que de 250 até 500 nm
sdo transicbes n — m*, que sdo caracteristicas da superficie. Quando a amostra é aquecida até
453 K, seu perfil permanece inalterado. Entretanto, ao analisarmos o espectro de FTIR na figura
5.9d, é possivel ver um aumento significativo nas bandas que contem ligacGes de oxigénio,
pelos grupos C=0, SO, e OH. Isso comprova a afirmacéo feita anteriormente de que o desvio
para o azul da PL é atribuido aos éxcitons excitados povoados ou localizados em segmentos de
alta energia, como estados de defeito da oxidacdo da superficie. O EDX e a anédlise de
mapeamento elementar correspondente apos o aquecimento mostraram a presenca de C, O, Se

N, provando que ndo ha mudanca elementar nos CDs (figura 5.10).
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Figura 5. 10: Mapeamento elementar e espectro EDX a 303 K para (a) C-CDs e (b) D-CDs.
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5.7 Citotoxicidade e Imageamento Celular

A incorporagdo de CDs em células para estudos de bioimageamento é um dos principais
atributos para aplicacédo, por se tratar de um material com 6tima biocompatibilidade, baixa
toxicidade e excelentes propriedades dpticas®?. A mudanca do estado da superficie dos CDs
com o0 aumento da temperatura mostrou-se uma excelente opc¢ao para a geragdo de imagens de
células. A Figura 5.11 mostra o ensaio MTT para os dois CDs, a 303 K e 453 K. Para C-CDs a
303 K, baixa citotoxicidade foi mostrada em pequenas concentracOes, até 100 pg / mL e, a
medida que a concentragdo aumenta, 0os CDs se tornam mais citotoxicos (figura 5.11a). A figura
5.11b mostra a viabilidade celular de C-CDs aquecidos a 453 K. Aqui, uma baixa citotoxicidade
€ obtida para todas as concentragBes, 0 que nos leva a supor que mudancas nos estados de
superficie e no tamanho dos CDs melhoram a viabilidade das células. Para D-CDs, ambas as
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temperaturas mostram baixa citotoxicidade nas concentragdes mais baixas. A medida que a

concentra¢do aumenta, a viabilidade das células diminui (figuras 5.11c e 5.11d).

Figura 5. 11: Viabilidade celular de células HTR-8/SVneo na presenca de diferentes concentragoes de CDs como
preparados. (a) C-CDs a 303 K, (b) C-CDs a 453 K, (¢) D-CDs a 303 K e (d) D-CDs a 453 K.
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A figura 5.12 mostra os CDs incorporados nas células, para melhor visualizagdo seu

nucleo foi marcado com DAPI. Na figura 5.12a temos os C-CDs em 303 K, onde podemos

observar que as células incorporaram os C-CDs, fazendo assim com que seu citoplasma fosse

marcado. Os pequenos pontos (seta vermelha) indicam que a célula fagocitou (ingeriu) os C-
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CDs. O que pode sugerir uma aplicacdo em estudos de transporte de farmacos, indicando se
eles foram fagocitados pela célula ou ndo. A figura 5.12b mostra os mesmos C-CDs, porém
agora, apos sofrerem o aquecimento de 453 K. Assim como vimos anteriormente, com 0
tratamento térmico a fluorescéncia sofreu um deslocamento para o estado de menor energia,
fazendo assim com que sua luminescéncia tenha o desvio para o vermelho. Quando os C-CDs
foram incorporados nas células, nota-se, uma marcagdo no citoplasma, e 0 mesmo indicio de
que as células fagocitaram (seta verde) os pontos quanticos de carbono, entretanto, agora sua
emissdo estd no vermelho, fazendo assim com que se diferencie do DAPI. Assim temos para o

mesmo tipo de CDs marcagdes no citoplasma com emissdes diferentes.

Figura 5. 12: Perfil de coloragdo de células HTR-8/SVneo. (a) C-CDs a 303 K, (b) C-CDs a 453 K, (c) D-CDs a
303 K, e (d) D-CDs a 453 K.
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Fonte: Autor.
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A figura 5.12c temos D-CDs em 303 K, onde podemos observar uma marcagdo no
citoplasma das células e, ao contrario dos C-CDs, esses séo incorporados por difusdo (entrada
de maneira “amigavel”), além disso ela conseguiu incorporar no nucleo das células (seta azul).
A figura 5.12d mostra D-CDs, ap6s sofrerem um tratamento térmico. Esses D-CDs nédo foram

bem incorporados pelas células, fazendo com que pouco material fosse aderido no citoplasma.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como objetivo principal analisar os efeitos Gpticos e estruturais
apresentados em diferentes CDs, provocado quando submetido a um aumento de temperatura.

Para os Q-CDs, utilizamos a espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier, espectroscopia de absorcdo, microscopia de forca
atdmica, microscopia eletronica de transmisséo e EDX para avaliar as alteracGes provocadas
pelo aumento da temperatura. Inicialmente, foi possivel ver o desvio para o vermelho com
aumento da temperatura. Apds o primeiro aquecimento, a PL permanece inalterada, mesmo
reaquecendo os CDs. Ajustamos a PL a partir de duas gaussianas, onde foi possivel analisar o
gap de energia de energia das bandas | e Il. Utilizando a equagdo de O’Donnell e Chen
verificamos um baixo acoplamento elétron-fénon. A largura de banda mostrou que quase ndo
existe variacdo com a temperatura, nos levando a concluir que existe uma forte interacdo
elétron-elétron. O AFM mostrou que nao existe variacdo em seu tamanho ou morfologia antes
e apds o aquecimento. O espectro de FTIR revelou que todas as ligagdes permanecem mesmo
apos o aquecimento; ja a absor¢do mostra o surgimento de um novo pico em 350 nm, 0 que
indica mudanca no estado de superficie, corroborando para interagéo elétron-elétron.

Para os C-CDs, observamos uma emissdo independente da excitacdo e também foi
possivel verificar um desvio para o vermelho com o aumento da temperatura. Entretanto, esse
desvio foi de aproximadamente 60 nm, sendo este bem superior aos Q-CDs. Avaliando as
bandas | e Il, quando realizado o ajuste gaussiano, temos a partir da equagdo de O’Donnell ¢
Chen um baixo acoplamento elétron-fénon, proveniente de seu baixo fator de Huang. Porém,
sua largura de banda demonstrou uma dependéncia com a temperatura, e sendo assim, tivemos
que considerar o termo homogéneo e ndo homogéneo da equacdo para largura de banda. Por
apresentar valores baixos, temos assim uma interacdo mais forte de elétron-elétron. Pelas
imagens de TEM, verificou-se um aumento no tamanho médio, que passa de 3,5 nm em 303 K
para 5 nm em 453 K, sendo este relacionado a um dos fatores para que se tenha o desvio para
o vermelho. O seu espectro de absorcdo apresentou uma mudanca no perfil, nos levando a
concluir que houve uma alteragdo nos estados de superficie; este fato posteriormente é
reforcado com a anélise do FTIR. Eles mostraram uma boa viabilidade celular, o aquecido em
303 K a medida que a concentracdo aumenta ha uma grande queda na viabilidade enquanto o
aquecido em 453 K mantém mais estavel. Os dois mostraram uma marcagdo no citoplasma

celular, onde o em 303 K emitiu no azul e o0 em 453 K emitiu no vermelho, além disso a
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fagocitacdo dos C-CDs pela célula mostra que ambos sdo promissores para aplicacdo em
transporte de farmacos.

Os D-CDs, ao contrario dos outros dois CDs, apresentou um desvio para o azul quando
submetido a um aumento da temperatura. A equacdo de O’Donnell ¢ Chen ndo pode ser usada
nessa situacdo, entdo propomos que esse desvio para o0 azul era devido ao aumento dos grupos
oxigenados na superficie. A largura de banda ndo demonstrou variagdo com a temperatura, nos
levando a concluir que houve uma forte interacdo elétron-elétron. Analisando as imagens de
TEM, vimos que ndo existe variacdo no seu tamanho. O FTIR nos mostrou um aumento nos
grupos oxigenados, confirmando assim a nossa hipétese. Eles mostraram uma boa viabilidade
celular, tanto o aquecido em 303 K e 0 aquecido em 453 K, entretanto apenas o primeiro possui
uma marcacdo eficiente no citoplasma, o aquecido em 453 K pode nao ter uma boa aderéncia
devido a mudanca nos estados de superficie.

Como perspectiva de trabalhos futuros, ja estdo sendo realizados experimentos com
materiais bioldgicos para aplicacdo dos CDs como marcador celular, afim de determinar quais
organelas eles podem aderir. Além disso, pretende-se avaliar os efeitos de corrente elétrica
guando os CDs forem submetidos a um potencial, para ver a dependéncia de quando é excitado
com uma fonte de luz. H& trabalhos também relacionados a pH e aplicacbes dos CDs em

marcadores de metais.
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