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Resumo

Pontos quanticos de carbono (CQDs) sdo nanoparticulas fluorescentes compostas
principalmente de carbono, menos toxicas e mais sollveis em agua que os tradicionais
pontos quénticos de semicondutores. Estes CQDs possuem diversas aplicagoes,
incluindo imageamento celular e sensoriamento, com capacidade de detectar e
quantificar espécies inorganicas e organicas em concentracdes tdo pequenas quanto 2
nmol L. No presente trabalho, foi realizada a sintese de CQDs a partir de papel e dgua
utilizando irradiacdo de micro-ondas, posteriormente, o material obtido foi
caracterizado e aplicado na quantificacdo de quercetina para analise em amostras de
suco e cha. A sintese foi otimizada por um planejamento fatorial 22 variando-se a
poténcia de irradiacdo do micro-ondas, o0 tempo de aquecimento e a massa de papel
empregada na sintese. Obteve-se a melhor condi¢do com 200 W de poténcia, 30 minutos
de aquecimento e 1 g de papel. Em seguida, as propriedades Oticas e estruturais desses
CQDs foram avaliadas, apresentando emissdo dependente do comprimento de onda de
excitacdo, deslocamento de Stokes de 96 nm (excitacdo em 400 nm), rendimento
quantico de 9%, presenca de espécies interferentes nos espectros de emisséo (fluoréforo
do papel e agua), estabilidade térmica até 115 °C, potencial zeta de -5,92 mV, tamanho
em torno de 11,2 nm e estrutura parcialmente organizada, mas nao grafitica. As
condicdes de andlise otimizadas para posterior aplicacdo dos CQDs foram: 5% (v/v) da
solugédo coloidal de CQDs, solucdo tampédo TRIS em pH 8 e tempo de reacdo de 3
minutos. Com o método otimizado, estimaram-se as figuras de mérito: limites de
deteccdo e quantificacdo de 1,0 e 3,4 mg L™, respectivamente, faixa linear de 10 a 100
mg L de quercetina, R? de 0,993 e RSD de 3,7% (n=9). A quercetina foi analisada em

amostras de cha e suco obtendo-se recuperacfes entre 112 e 155%.

Palavras-chave: Carbon quantum dots. Papel. Micro-ondas. Quercetina. Sondas

fluorescentes.



Abstract

Carbon quantum dots (CQDs) are fluorescent nanoparticles constituted mainly of
carbon and exhibits lower toxicity and higher water solubility than traditional
semiconductor quantum dots. These CQDs have several applications including cell
imaging and sensing and can also detect and quantify inorganic and organic species at
concentrations as small as 2 nmol L. In this work, the CQDs were synthesized from
paper and water through microwave irradiation. The material was characterized and
applied to the quantification of quercetin for further analysis in juice and tea samples.
The synthesis was optimized by a 22 factorial design for microwave irradiation power,
heating time and mass of paper used in the synthesis. The best condition was obtained
with 200 W of power, 30 minutes of heating and 1 g of paper. Afterwards, the optical
and structural properties of these CQDs were evaluated exhibiting dependent emission
on its excitation, Stokes shift of 96 nm (excitation at 400 nm), quantum yield of 9%,
presence of interfering species to the emission spectra (paper fluorophore and water),
thermal stability up to 115 °C, zeta potential of -5.92 mV, particle sizes around 11,2 nm
and structure partially organized but not graphitic. The optimized analysis conditions
for quercetin determination using CQDs were: 5% (v/v) of the CQDs colloidal solution,
TRIS buffer solution at pH 8 and reaction time of 3 minutes. Afterwards, the limits of
detection and quantification were found to be 1.0 and 3.4 mg L™, respectively, the linear
range was from 10 to 100 mg L™ of quercetin, R? of 0.993 and RSD of 3.7% (n = 9).
Quercetin was analyzed in samples of tea and juice reaching recoveries between 112
and 155%.

Keywords: Carbon quantum dots. Paper. Microwaves. Quercetin. Fluorescent probes.
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1 Introducgéo

Pontos quanticos (em inglés, quantum dots, QDs) sdo estruturas cristalinas de
semicondutores em escala nanometrica (1 - 100 nm) que apresentam propriedades
Unicas, intermediarias entre a escala macroscopica e a molecular, as quais sdo
dependentes do tamanho da particula (BERA et al., 2010; MANSUR, 2010). Se esses
pontos quanticos fossem compostos principalmente por carbono, poderiam ser
chamados de pontos quanticos de carbono (em inglés, carbon quantum dots, CQDs).
Estes, foram observados pela primeira vez em 2004 por XU et al. (2004) quando, durante
a purificagdo por eletroforese de nanotubos de carbono provenientes da fuligem
produzida por arco-descarga, foi observada uma banda que, sob luz ultravioleta,
apresentava fluorescéncia de diferentes cores. Desde entdo, uma grande quantidade de
trabalhos surgiu na literatura sobre as vérias sinteses, os diferentes tipos de CQDs e

nanomateriais afins, e as diversas aplicacGes dessas nanoparticulas.

S&o diversos os tipos de nanomateriais de carbono ja caracterizados: grafeno,
nanotubos de carbono com uma parede (SWCNT, do inglés single-walled carbon
nanotubes) ou varias paredes (MWCNT, do inglés multiwalled carbon nanotubes),
nanochifres de carbono de uma parede (SWNH, do inglés single-walled carbon
nanohorns), esferas de carbono tipo cebola (OLC, do inglés onion-like carbon),
nanotubos tipo bamboo, nanofibras de carbono, fulerenos, nanodiamantes, pontos
quanticos de grafeno (GQD, do inglés graphene quantum dots), pontos quanticos de
carbono grafiticos (GCQD, do inglés graphitic carbon quantum dots) e pontos quanticos
de carbono (DA SILVA; GONCALVES, 2011; GEORGAKILAS et al., 2015).

Séo diversas as aplicacOes dadas a tais pontos quanticos: imageamento ou
marcacéo celular, carreamento de drogas, nanocomposito com polimeros, fabricacéo de
LED (diodo emissor de luz), foto-reducéo de prata, tinta para impressao e sensoriamento
de ions ou moléculas, como a quercetina (ALGARRA et al., 2014; DE; KARAK, 2013;
DU et al., 2013; GONCALVES et al., 2010; GUO et al., 2013; LI et al., 2011; LIU et
al., 2014; MENON et al., 2016; PHILIPPIDIS et al., 2013; QIN et al., 2013; SONG et
al., 2014: SUN et al., 2013; WANG; WANG; CHEN, 2012; WANG et al., 2012; XIAO



16

et al., 2013; YAZID et al., 2013; YUE et al., 2016; ZHANG et al., 2013; ZHU et al.,
2013).

Também sdo varias as técnicas de sintese: ultrassom, plasma, ablacéo a laser,
eletroquimica, nanoprecipitacdo seguida de carbonizacdo e hidrotermal em chapa,
autoclave ou micro-ondas. De acordo com a tecnica empregada, podem ser usados
diferentes materiais de partida: compostos moleculares orgénicos ou inorganicos ou
estruturas maiores. O citrato de sodio € um exemplo de molécula que pode formar novas
ligacOes para produzir estruturas nanométricas e a fibra de cabelo é um exemplo de
estrutura micrométrica que pode ser quebrada para formar uma estrutura nanométrica;
estes dois exemplos representam duas abordagens de sintese que sdo conhecidas como
bottom-up e top-down, respectivamente (ALGARRA et al., 2014; DE; KARAK, 2013;
DONG et al., 2012; DU et al., 2013; GONCALVES et al., 2010; GUO et al., 2013; HU
etal., 2009; LI et al., 2011; LIU et al., 2014; MENON et al., 2016; PHILIPPIDIS et al.,
2013; QIN et al., 2013; SONG et al., 2014; SUN et al., 2013; WANG; WANG; CHEN,
2012; WANG et al., 2012; XIAO et al., 2013; YAZID et al., 2013; YUE et al., 2016;
ZHANG et al., 2013; ZHU et al., 2013).

Em relacdo aos QDs tradicionais de semicondutores, os CQDs apresentam as
vantagens de serem menos toxicos e mais biocompativeis sem necessidade de
passivacdo ou modificacdo de superficie. Além destas vantagens, os CQDs também sédo
melhores no que diz respeito a solubilidade em &gua, a reatividade (sdo quimicamente

mais inertes), aos custos com a sintese e a fotoestabilidade (ALGARRA et al., 2014).

Diante de tal vantagem sobre a toxicidade e da ampla gama de precursores e
metodologias de sintese, é conveniente a selecdo de um método de sintese de CQDs
simples, rapido e que utilize precursores atoxicos e sustentaveis. WEI et al. (2013) e
WEI et al. (2014) propuseram métodos de sintese de CQDs que utilizaram como
precursores agua e papel de escritorio usado (o qual seria descartado), submetendo-o a
carbonizacdo em ar seguida de dispersdo em agua, com tempo de sintese maior que 1
hora, ou submetendo o papel a aquecimento com agua em autoclave, levando a uma
sintese com duracdo de pelo menos 10 horas. A utilizacdo destes precursores torna o

método verde, pois séo atoxicos e renovaveis e e tambem uma forma de reciclagem.
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Flavonoide é um grupo de compostos fenélicos derivados da 2-fenilbenzopirona
e cada flavonoide que compde este grupo é diferenciado pelos grupos substituintes neste
composto-base. A quercetina é o flavonoide que apresenta 5 substitui¢cfes por grupos
hidroxila (Figura 1) e tem diferentes atividades biologicas que a fazem um importante
nutriente para a alimentacdo. Entre tais atividades biologicas listam-se atividades
antioxidante, antiulcera, anticancer, antialérgica, antiviral, anti-inflamatoria e ate
preventiva da catarata e de doenca coronariana. A quercetina esta presente em produtos
naturais, como frutas e vegetais, e apresenta maiores teores em cebola, brocolis, macé e
chas (FORMICA; REGELSON, 1995; XIAO et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura da quercetina.

Fonte: autora (2018)

Neste trabalho, foi acolhida a ideia proposta por WEI et al., (2013) e WEI et al.
(2014) de sintetizar CQDs a partir de dois precursores de baixo custo, atoxicos e
renovaveis: papel usado de escritorio e agua. Entretanto, nesses trabalhos foram
utilizadas técnicas de queima em ar e autoclave, levando a sinteses mais demoradas; ja
no presente trabalho foi proposta a utilizacdo de um forno de micro-ondas afim de
diminuir a duracdo da sintese, originando um método simples e rapido. E os CQDs
obtidos foram empregados como sondas fluorescentes para determinacgédo de quercetina,

através de um método de supresséo de fluorescéncia.
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2 Objetivos

2.1 Gerais

Sintetizar CQDs a partir de papel utilizando irradiacdo de micro-ondas e

emprega-los na determinacdo de quercetina, em bebidas.

2.2 Especificos

Otimizar as condic6es de sintese dos CQDs utilizando um planejamento fatorial
23, variando a poténcia da irradiacdo de micro-ondas, o tempo de aquecimento e a massa

de papel empregada na sintese.
Realizar caracterizacdes Oticas e estruturais destes CQDs.

Otimizar as condic¢Bes de andlise na determinacdo de quercetina e determinar as

figuras de mérito do método a ser desenvolvido.

Empregar o método em amostras reais.
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3 Revisdo bibliogréfica

3.1 Sinteses de nanoparticulas luminescentes

Corantes e fluor6foros organicos utilizados para marcacao celular s&o moléculas
capazes de colorir e realcar determinadas regiGes ou biomoléculas dentro da célula.
Existe uma ampla gama destes materiais e diante disto surgiram 0s pontos quanticos
(QDs), que s@o nanocristais de semicondutores (1 - 10 nm, em geral <100 nm) com
propriedades entre o nivel macroscopico e o molecular, relacionadas ao tamanho do
cristal (BERA et al., 2010; MANSUR, 2010; RESCH-GENGER et al., 2008;
WAGGONER, 2006).

Em comparacao ao tamanho macroscopico, os QDs sdo considerados como zero-
dimensionais, pois possuem tamanhos tdo pequenos e uma quantidade de atomos téo
reduzida que as energias das densidades de estados sdo quantizadas e tendem a seguir o
modelo da particula na caixa (BERA et al., 2010; MANSUR, 2010). Além deste efeito
quantico sofrido no interior do nanocristal, ja que estas estruturas sdo muito pequenas,
a proporcao entre atomos de superficie e do interior se torna maior, o que influencia
diretamente sua energia livre. Sdo estes dois motivos 0s principais responsaveis pelas
propriedades dos QDs serem dependentes de seu tamanho; e também por causa deles,
qualquer material pode ter um tamanho abaixo do qual suas propriedades Oticas séo
significativamente dependentes do tamanho, incluindo materiais carbonaceos
(ALIVISATOS, 1996). Assim, esta nova classe de marcadores (de pontos quanticos) se
destacaram por apresentarem vantagens sobre os marcadores ja conhecidos, pois
possuem espectro de emissdo estreito e majoritariamente simétrico, faixa de emissao
ajustavel através do tamanho das nanoparticulas, grande deslocamento de Stokes?,
tempos de vida de emisséo maiores, satisfatoria solubilidade em meio aquoso de acordo
com o estabilizante ou revestimento utilizado e maior fotoestabilidade (GONCALVES
etal., 2010; RESCH-GENGER et al., 2008; WAGGONER, 2006).

! Deslocamento de Stokes Separacéo entre comprimento de onda de excitacéo e de emissao.
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Ja foram preparados diferentes QDs, tais como: tipo I1-VI (ZnS, CdSe, HgTe),
tipo 111-V (InAs) ou tipo IV-VI (PbSe). Além da variacdo do tipo de semicondutor, pode
haver variacao de tipos de acordo com o tipo de revestimento: organico (moléculas que
agem como estabilizantes) ou com uma camada inorganica (chamados sistemas core-
shell, que servem para aumentar fotoestabilidade e luminescéncia), podendo apresentar
fluorescéncia desde o ultravioleta ate o infravermelho, dependendo do material
(MANSUR, 2010).

Em 2004, XU et al. (2004) observaram durante a eletroforese de nanotubos de
carbono, uma banda que apresentava fluorescéncia de diferentes cores, esta banda foi
separada em trés fracBes que luminesciam verde-azul, amarelo e laranja e através de
AFM mostraram que tais particulas tinham uma distribuicdo de tamanhos centrada em,
aproximadamente, 1 nm. Desde entdo, mesmo com a grande variedade de QDs ja
sintetizados houve um grande investimento no estudo dos CQDs, pois foi visto que esta
nova classe de nanoparticulas se destacavam porque apresentam propriedades
semelhantes as dos QDs, mas com solubilidade superior em meio aquoso, Sdo
quimicamente inertes, apresentam baixo custo de sintese, sdo mais estaveis em relacao
a fotodegradacédo e, especialmente, por sua menor toxicidade pois ndo contém metais
pesados em sua estrutura, apesar de apresentar espectro de emissdo mais largo e
luminescéncia menor, mas ainda assim, razoavel (ALGARRA et al., 2014; DE;
KARAK, 2013; YAZID et al., 2013).

Surgiram diferentes métodos de sintese de CQDs, desde de métodos que
utilizaram uma técnica de aquecimento muito simples até o emprego de equipamentos
mais sofisticados, e 0 uso de alguns precursores inesperados: ovos, farinha ou mesmo
cabelo. Dentre os trabalhos produzidos, a abordagem utilizada na formacdo das
nanoparticulas pode ser dividida em dois tipos: a bottom-up e a top-down. A primeira, é
caracterizada pela formacdo de ligacbes durante o processo de formacdo das
nanoparticulas, onde moléculas se ligam para formar estruturas maiores; a segunda, €
caracterizada pela quebra de ligacdes, pois durante o processo de formacdo das

nanoparticulas, grandes estruturas sédo fragmentadas a pequenas particulas.
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GUO et al. (2013), por exemplo, sintetizaram nanoparticulas de carbono
fluorescentes a partir de um processo bottom-up com citrato de sddio e carbonato de
amonio submetidos a autoclave por 4 h a 180 °C e depois a dialise, obtendo particulas
de 1,59 nm com carbonos hibridizados principalmente em sp? (observado por XPS). O
rendimento quantico de fluorescéncia foi de 68,22%, espectros coletados apresentaram
bandas de absor¢do em 235 e 340 nm, bandas de excitacdo e emissdo em 340 nm e 435
nm, respectivamente, largura a meia-altura de 68 nm e com espectro de emissdo
independente do comprimento de onda de excitagdo, 0 que € uma caracteristica
incomum as sinteses de CQDs. As nanoparticulas foram aplicadas na quantificacdo de

mercurio Il em agua.

Em contrapartida, DE e KARAK (2013) produziram CQDs a partir de suco de
banana por uma abordagem top-down levando o suco a um forno por 4 horas a 150 °C
seguido de filtracdo, centrifugacdo com etanol e evaporacdo a vacuo. As particulas
obtidas foram determinadas como pobres em cristalinidade (segundo XRD e SAED),
com tamanhos em torno de 3 nm e rendimento quantico de 8,95%; foi observada
absorcdo em 283 nm com uma cauda varrendo o visivel, excitacdo e emissdo em 360
nm e 460 nm, respectivamente, com emissao dependente de sua excitacao e as particulas

puderam ser, entdo, aplicadas em deteccdo bioldgica.

Foram utilizados métodos de sintese hidrotermais, seja com abordagem bottom-
up ou top-down. DONG et al. (2012) sintetizaram pontos quanticos de grafeno (GQDs)
a partir de acido citrico em uma manta aquecedora. A mistura reacional foi mantida por
30 minutos em uma temperatura de 200 °C, em seguida, houve um ajuste do pH da
solucdo resultante. Na caracterizacdo Otica, foi observada uma banda em 362 nm
referente tanto a absor¢do quanto a excitacdo, e uma banda de emissdo em 460 nm néo
dependente da excitacdo e com rendimento quantico de 9%. J& em relacdo a
caracterizacéo estrutural, foi observado por XRD estrutura de grafite, e por AFM foram

observadas folhas de tamanhos de cerca de 15 nm com alturas de 1,4 nm.

SONG et al. (2014) e ZHU et al. (2013) sintetizaram particulas de cido citrico e
etilenodiamina em autoclave a 200 °C por 5 h com dialise em seguida. As particulas

obtidas tinham estrutura amorfa com carbonos hibridizados em sp? e sp3 segundo
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avaliacdes por TEM, espectroscopia Raman, XRD e 'H e ¥C NMR. Os espectros de
absorcdo, excitagdo e emissdo mostraram bandas em 344 nm, 360 nm e 443 nm,
respectivamente; a emissdao se mostrou dependente do comprimento de onda de
excitacdo e com rendimento quéntico de 60%. O tamanho das particulas foi medido por
AFM e ficou em torno de 2,81 nm e foram aplicadas em nanocompésitos com polimeros,

tintas fluorescentes para impressao e na deteccdo de ferro Il1.

ALGARRA et al. (2014) produziram CQDs de formaldeido em um reator de
autoclave submetido a uma temperatura de 180 °C por 24 h, a solucgéo resultante foi
centrifugada e evaporada a vacuo. Sob a excitacdo de 360 nm, a emissao foi observada
em 440 nm. O tamanho médio das particulas sintetizadas foi de 12,5 nm segundo analise

por DLS, e foram utilizadas no imageamento celular in vitro.

SUN et al. (2013) fizeram CQDs com estrutura amorfa, segundo o XRD e a
espectroscopia Raman realizados, usando como precursores fibra de cabelo e acido
sulfurico aquecidos em chapa por 24 h. Apds o aquecimento, houve sonicacdo, ajuste
de pH, filtracdo e dialise. As temperaturas de sintese testadas foram 40, 100 e 140 °C,
apresentando bandas de absorcdo em 323, 300 e 295 nm, bandas de excitacdo em 330,
353 e 369 nm e bandas de emisséo em 383, 450 e 470 nm, respectivamente. Os espectros
de emissdo se mostraram dependentes da excitacdo. Os CQDs aquecidos a 40 °C
apresentaram maior rendimento quantico (11,1%), menor largura de emisséo (51 nm) e
maior tamanho de particula (visualizadas por TEM): 7,5 nm, enquanto os aquecidos a
100 °C e 140 °C apresentaram tamanhos de 4,2 nm e 3,1 nm, respectivamente. Para
aplicacdo, foi feito o bioimageamento em células HeLa e os CQDs apresentaram baixa

citotoxicidade.

Ainda com métodos hidrotermais, mais especificamente com irradiacdo de
micro-ondas e abordagem bottom-up, YUE et al. (2016) utilizaram como precursores o
acido citrico e a etilenodiamina, assim como SONG et al. (2014) e ZHU et al. (2013),
mas propuseram uma metodologia com tempo de sintese muito menor devido a
utilizacdo de irradiacdo de micro-ondas. Na sintese por autoclave o tempo de
aguecimento foi de 5 h, por micro-ondas o tempo total foi de 4 min., sendo 2 min. em

poténcia media e mais 2 min. em poténcia alta. Ap0s a etapa no micro-ondas, foi feita
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uma sonicacdo com etanol, centrifugacdo, secagem e congelamento. O espectro de
absorcdo destas nanoparticulas apresentou uma banda em 230 e outra em 360 nm, e 0
espectro de excitacdo apresentou uma banda na mesma regido das nanoparticulas
produzidas por autoclave, em 360 nm. J& a emissdo apresentou um comportamento
diferente das sintetizadas por autoclave, pois por este método com micro-ondas a
emissd@o ndo varia com o comprimento de onda de excitacdo e apresenta uma banda em
455 nm. Os tamanhos encontrados ficaram entre 2,0 e 5,0 nm, valores em torno da média
encontrada por SONG et al. (2014) e ZHU et al. (2013). Como aplicacéo, foi feita a
determinacdo do conservante alimenticio terc-butil-hidroquinona (TBHQ) em oleo
comestivel através da complexacdo das nanoparticulas com ferro 111, como ja visto por
SONG et al. (2014) que mostraram que este tipo de nanoparticulas complexam com

ferro I11.

LIU et al. (2014) realizaram a sintese de GCQDs a partir de dietilenoglicol,
sacarose e acido sulfarico em forno de micro-ondas doméstico a 750 W por 50 segundos,
com posterior centrifugacdo e didlise. Foi observada grafitizacdo parcial nas
nanoparticulas, por XRD e SAED, e o tamanho observado foi de 5 nm. Para uma
emissdo em 517 nm o rendimento obtido foi de 2,4% e a largura a meia altura desta
banda foi de 80 nm; para tal, a excitacdo se deu em 360 nm. Além disso, a emissdo se
mostrou independente da excitacdo. As bandas de absorcao se apresentaram em 282 e

320 nm. E a aplicacdo destes GCQDs foi feita em imageamento celular in vitro.

PHILIPPIDIS et al. (2013) produziram CQDs sem caracteristicas grafiticas ou
carbonos sp?, segundo o SERS realizado. O precursor foi L-arginina, a qual foi aquecida
com irradiacdo de micro-ondas de 800 W de poténcia por 1 min., em seguida a mistura
foi filtrada, separada por cromatografia de permeacéo em gel e submetida a diélise. Estes
CQDs também foram preparados com modificacdo de superficie, através da reacdo entre
0s CQDs e acido folico (ativado por 16 h e filtrado) por 24 h, e em seguida as
nanoparticulas modificadas foram submetidas ao mesmo processo pos-sintese. O
espectro de absorcdo, para 0s CQDs ndo modificados, mostrou-se intenso no UV com
um ombro, um pico e uma cauda que se estende até o visivel, e para os CQDs

modificados, mostrou uma banda em 260 e outra em 365 nm. A excitacdo para o0 CQD
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ndo modificado foi em 338 nm e a emissdo em 404 nm. Para os CQDs modificados, a
excitacdo foi em 360 nm e a emissdo em 458 nm, evidenciando um deslocamento para
a regido do vermelho no espectro, devido a modificacdo. O tamanho das nanoparticulas
foi de 27 nm e 21 nm para os CQDs ndo modificados e modificado, respectivamente,
sugerindo que a falta de modificacéo da superficie pode causar aglomeragdo. Os CQDs
ndo modificados indicaram que podem ser aplicados na deteccdo de cobalto, niquel e
calcio, na biomarcacdo e bioimageamento e na fotoreducdo de prata, jA os CQDs

modificados apresentaram potencial para bioimageamento.

DU et al. (2013) também utilizaram &cido citrico e etilenodiamina como
precursores e irradiaram com micro-ondas para propor uma metodologia ainda mais
rapida que as de YUE et al. (2016), SONG et al. (2014) e ZHU et al. (2013). As
nanoparticulas foram preparadas com apenas 2 minutos de sintese e uma poténcia de
720 W. Ap6s a sintese foi feita didlise, precipitacdo e lavagem com etanol, secagem a
vacuo e redispersdo em solucdo tampdo pH 7,4. Foram obtidas particulas com
rendimento quéantico de 43,8%, espectro de absor¢cdo com bandas em 240 e 360 nm (esta
ultima, é préxima ou igual as bandas das outras duas metodologias), excitacdo em 360
nm (igual as outras metodologias) e emissdo em 457 nm (cada metodologia teve um
valor diferente) o qual ndo varia com a excitacdo até o comprimento de onda de 400 nm.
O tamanho das particulas ficou em torno de 3 nm, condizente as outras metodologias.
As aplicagdes foram para sonda seletiva de mercario Il e, a partir das particulas
complexadas com o mercurio, deteccdo altamente seletiva de iodeto em urina utilizando

a restauracdo da fluorescéncia.

XIAO et al. (2013) sintetizaram nanoparticulas a partir de liquido idnico e agua
em um forno de micro-ondas doméstico durante 75 min. a 700 W seguido de
centrifugacdo. Tamanhos de 4,25 nm de diametro foram observados. Como resultado,
obtiveram absorc¢éo larga até cerca de 350 nm, excitacdo em 354 nm, emissdo em 435
nm dependente da excitacdo e rendimento quantico de 5,18%. As nanoparticulas foram
utilizadas como sonda de quercetina que poderia ser aplicada na determinacéo direta em

fluidos bioldgicos e amostras ambientais.
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Ja para a abordagem top-down usando irradiacdo de micro-ondas, WANG et al.
(2012), realizaram a sintese de CQDs a partir das cinzas da membrana de um ovo de
galinha (carbonizada por 2 h em mufla a 400 °C) e hidroxido de sodio, com 5 minutos
de irradiacdo, sem especificar a poténcia utilizada, em seguida, houve centrifugacéo e
dialise. As particulas obtidas mediam cerca de 5 nm, com fluorescéncia em 450 nm e
rendimento quantico de 14%, quando excitadas em 275 nm. Os CQDs foram
empregados na deteccdo de glutationa, através de recuperacao de fluorescéncia depois

da complexacdo dos CQDs com cobre II.

MENON et al. (2016), prepararam CQDs com mel, PEGeooo € irradiacdo de
micro-ondas com 800 W durante 10 a 20 minutos, seguido de repetidas lavagens com
agua e ressuspensdo em solucdo etandlica. Tais CQDs tinham tamanhos de 5,57 nm,
absorveram em 290 nm e emitiram em 520 nm quando excitados em 400 nm. A
aplicacdo destes CQDs foi dada na determinacdo de nitrito em agua, leite e solo, através
de aumento de fluorescéncia (enhancement), o que € bastante incomum, pois geralmente

os trabalhos obtém diminuicdo de fluorescéncia (quenching).

QIN et al. (2013) sintetizaram GCQDs de farinha usando aquecimento em forno
de micro-ondas por 20 minutos a 180 °C; depois centrifugaram e secaram a vacuo. Os
GCQDs de apenas 1,0 a 4,0 nm apresentaram, por XPS, carbonos grafiticos e a faceta
(1 0 0) do grafite foi visualizada em HRTEM. Seus espectros de absorcéo, excitagdo e
emissdo apresentaram bandas em 288 nm, 365 nm e 442 nm, respectivamente, com
rendimento de 5,4% e emissdo dependente da excitacdo. Estes GCQDs foram, entéo,

usados na determinagdo de mercdrio 1l em &guas de lagos.

WEI et al. (2013) produziram pontos quanticos de carbono a partir das cinzas de
papel impresso que seria descartado, o qual foi queimado ao ar. As cinzas foram
sonicadas durante 1 hora em agua, a mistura foi filtrada, centrifugada e submetida a
dialise por 2 dias. Os CQDs apresentaram tamanhos de, em média, 3 nm de diametro e
exibiram certa cristalinidade para o XRD realizado. O espectro de absorcéo apresentou
um pico em 263 nm e 0s espectros de emissdo se mostraram dependentes da excitacdo
com um deslocamento do pico de emissdo de 405 para 560 nm, quando 0 comprimento

de onda de excitacdo foi variado de 300 para 500 nm. A emissdo em 350 nm apresentou
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rendimento quantico de 9,3%. Tais pontos quanticos foram, entdo, aplicados no

imageamento de células tumorais.

No ano seguinte, WEI et al. (2014) propuseram uma sintese para 0S mesmos
CQDs produzidos a partir de papel, de forma mais reprodutivel através da utilizacéo de
autoclave como forma de aquecimento. Assim, a sintese foi realizada a partir de papel
impresso que seria descartado e 4gua, submetendo-os a sonicacdo durante 30 minutos e
em seguida a autoclave por 10 horas em uma temperatura de 180 °C. Apos a sintese, a
mistura foi submetida a filtracdo, centrifugacdo em 16 000 rpm e dialise por 2 dias.
Diferentemente do trabalho anterior, a estrutura dos CQDs foi considerada amorfa,
apesar de exibir alguns sinais alargados no XRD, e o tamanho médio dos pontos
quanticos se apresentou ligeiramente maior: 4,5 nm. O espectro de absor¢éo apresentou
um pico em 278 nm, 0 espectro de excitacdo em 357 nm e 0 de emissdo em 449 nm,
quando excitado em 365 nm, mas dependente da excitacdo. O rendimento quéntico, para
a emissdo com excitacdo em 360 nm, foi de 10,8%. E a aplicacdo neste trabalho também

foi dada em imageamento celular.

Além destes métodos hidrotermais, existem também métodos de sintese que
utilizam ultrassom, plasma, ablacdo a laser, eletroquimica e nanoprecipitacdo e
carbonizacdo. LI etal. (2011) realizaram duas sinteses de CQDs de glicose em ultrassom
por 4 h, uma com glicose e acido cloridrico e outra com glicose e hidroxido de sodio. O
pos-sintese dos CQDs feitos com HCI foi apenas a secagem a 80 °C por 6 h e o dos
CQDs feitos com NaOH precisou de ajuste de pH para 7, adicdo de 100 mL de etanol
gota-a-gota, adicdo de sulfato de magnésio com agitacdo por 20 min. e armazenamento
durante 24 h para remocéo de sais e agua. Ao final, chegaram a particulas menores que
5 nm que podem ser aplicadas em bio-sensoreamento, bioimageamento, carreamento de
drogas e em LEDs. As bandas de absorcdo apareceram de 250 a 300 nm; e as de
excitagdo em 450 e 800 nm (CQD-HCI) ou 400 e 800 nm (CQD-NaOH). Estas
excitagdes deram origem a emissdes em aproximadamente 525 e 825 - 860 nm (CQD-
HCI) ou 470 e 870 nm (CQD-NaOH). E estas fluorescéncias se mostraram dependentes

da excitacdo, com rendimento quantico de 7%. Observou-se também que tais



27

nanoparticulas sdo capazes de fluorescéncia ascendente (upconversion), o que € de

grande vantagem em aplicac6es bioldgicas.

WANG, WANG e CHEN (2012) utilizaram clara e gema de ovo de galinha
separadamente, para produzir nanoparticulas através da exposicdo a plasma de 50 V e
2,4 A por 3 minutos, obtendo nanoparticulas diferentes com cerca de 2,15 nm de
tamanho. As nanoparticulas da clara se mostraram amorfas, por SAED e HRTEM, e as
da gema apresentaram um padrdo cristalino como o do grafite e carbono sp? em
abundancia. No espectro de absorcéo destas nanoparticulas aparece uma banda em 275
nm, no de excitagdo, em 360 nm e no de emissédo, em 420 nm, com rendimentos
quanticos de 6% para as nanoparticulas da clara e 8% para as da gema, e além disso,
emissdo dependente da excitacdo para as nanoparticulas preparadas com a gema. O

material foi aplicado como tinta para impressao.

GONCALVES et al. (2010) se utilizaram de um alvo de grafite imerso em agua
para ablacdo a laser por 1 min. com um laser pulsado de 248 nm (10 Hz; 400 mJ) seguido
por 12 h de refluxo em acido nitrico, mais 20 h de refluxo em PEG2q0, mais 31 h de
refluxo com N-acetil-L-cisteina e 6 extracBes com acetato de etila. Depois desta longa
sintese, os tamanhos tiveram duas dispersfes centradas em 63 e 373 nm, onde as
particulas menores provavelmente foram derivadas da ablacdo das particulas maiores.
A emissdo ficou centrada em 450 nm, quando excitada em 340 nm, e com esta emissdo
pdde-se aplicar estas nanoparticulas na deteccdo de mercurio Il, além de que ha o

indicativo de se possa fazer essa medida in vivo.

HU et al. (2009) também fizeram ablacéo a laser de po6 de grafite, por 2 h, em
hidrato de diamina ou dietanolamina ou PEG2oon OU &gua. Foi utilizado um laser pulsado
de 1 064 nm (6,0 MW/cm?). Para as nanoparticulas produzidas em solventes organicos
0 pbs-sintese foi apenas a centrifugacdo, para as produzidas em agua, o pos-sintese foi
um tratamento com acido perclorico, mistura com PEG2oon, aguecimento a 120 °C por
72 h e centrifugacdo de 40 min. A estrutura observada por SAED foi do tipo diamante;
0 tamanho, no caso das nanoparticulas feitas em agua, foi de 3,3 nm, ja as feitas em

PEG2oon foram de 3,2 nm. A excitacdo foi de 420 nm e a emissdo de 490 nm, os
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rendimentos foram de 3,7% para as particulas feitas em hidrato de diamina, 7,8% para

as feitas em dietanolamina e 5% em PEG2oon.

ZHANG et al. (2013) fizeram a eletrolise de barras de grafite por 4 dias em 50 V
com corrente continua sob agitacdo, depois houve filtracdo e centrifugacdo. Através de
HRTEM, XRD de amplo angulo e Raman foi observada uma caracteristica grafitica na
estrutura e carbonos hibridizados em sp?. As particulas absorveram em uma ampla faixa
do espectro UV-vis, foram excitados em 340 nm e emitiram em 445 nm. Além disso,

tém um tamanho de 5 nm e foram aplicadas na deteccdo de ferro Il1.

YAZID et al. (2013) fizeram nanoprecipitacdo de amido de sagu utilizando etanol
e carbonizaram as nanoparticulas fazendo uma desidratacdo com acido sulfarico por 40
minutos sem aquecimento. Apds este processo a solucdo foi levada para centrifugacéo
lavando com agua, depois para refluxo com &cido nitrico por 30 minutos, neutralizagédo
e dialise. Estas particulas, quando excitadas em 327 nm, emitem em 428 nm; seus
tamanhos variaram de 20 a 100 nm e foram empregadas como sonda para determinacao

de estanho Il em &gua.

3.2 Estrutura e mecanismo de luminescéncia

Entre as classes de nanomateriais de carbono, exibem luminescéncia os GQDs,
0s nanotubos cortados para pequenos comprimentos, 0s GCQDs e os CQDs; estas trés
classes de pontos quéanticos tém sua superficie coberta por grupos polares que os tornam
altamente dispersaveis em agua, ja os interiores diferenciam-se através de suas
estruturas e composicao elementar. Os GQDs e 0s nanotubos tém estruturas de grafeno
com a maioria dos carbonos hibridizados em sp?; os GQDs sdo algumas folhas de
grafeno de pequena extensdo empacotadas uma sobre a outra e 0s nanotubos sdo uma
ou mais folhas de grafeno enroladas em volta de si préprias de forma coaxial. Os GCQDs
sdo nanoparticulas com regides grafiticas em meio a uma matriz amorfa, havendo
carbonos hibridizados em sp? e sp em diferentes proporgdes. J4 os CQDs tém estrutura
majoritariamente amorfa podendo conter regifes cristalinas, mas ndo grafitica; seus

carbonos variam entre sp? e sp® e tém maior porcentagem de oxigénios ou nitrogénios
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que os nanotubos, os GQDs e os GCQDs (BAKER; BAKER, 2010; GONCALVES,
2013; RIGGS et al., 2000).

O mecanismo de luminescéncia dos GQDs (Figura 2) € semelhante ao dos QDs.
O grafeno é um material semicondutor, por isso, qguando um foton excita o elétron para
a banda de conducdo (formada pelos orbitais antiligantes dos carbonos), eles séo
submetidos aos efeitos quanticos e se comportam como uma ‘particula na caixa’; desta
forma, o comprimento de onda de emissdo se torna diretamente relacionado ao tamanho
da particula (LI et al., 2010; LIU; LIU; ZHANG, 2011; YE et al., 2013). Porém LIU,
LIU e ZHANG (2011) observaram que além da dependéncia do tamanho, a emissdo
também seria influenciada pelo ndmero de camadas de grafeno e pelos grupos
funcionais na borda das folhas, possivelmente devido as interaces de Van der Waals,
dipolo-dipolo ou ligac6es de hidrogénio que podem influenciar os niveis de energia dos
orbitais ligantes ou antiligantes do grafeno. A propriedade de fluorescéncia ajustavel e
a largura da banda de emissdo dos GQDs é explicada pela polidispersividade de

tamanhos de particulas na amostra.

Figura 2 — llustracdo dos mecanismos de fluorescéncia em GQDs (semelhante ao dos QDs) e em
CQDs.
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O mecanismo nos CQDs (Figura 2) é diferente, pois ndo possui bandas e sua
luminescéncia esta muito mais relacionada a superficie da nanoparticula, onde aparece
a necessidade do tamanho nanomeétrico, porque neste tamanho a razdo superficie-
volume é grande e os efeitos de superficie serdo mais pronunciados. Neste caso, um
elétron do interior da particula é excitado, por um foton, para um orbital na superficie,
onde ocorra um processo nao-radiativo com perda de energia, por exemplo um rearranjo
do buraco deixado no interior, e quando retorna ao estado fundamental emite um féton
de menor energia (SCIORTINO et al., 2016; SUN et al., 2006). Devido a localizagcdo do
estado excitado na superficie, a fluorescéncia se torna bastante suscetivel ao ambiente
em que esta (solvente, pH, ions ou moléculas presentes), pois quando a superficie da
nanoparticula interage com o que esta ao redor, 0s niveis de energia dos orbitais da
superficie podem ser alterados, modificando o comprimento de onda de emissdo ou até
suprimindo a fluorescéncia dos CQDs, e esta propriedade pode tornar estes pontos
quanticos, sondas muito sensiveis e seletivas (SCIORTINO et al., 2016). A propriedade
de emissdo ajustavel, por sua vez, é explicada tanto pelos diferentes tamanhos quanto
pelos grupos funcionais presentes na particula, pois influenciam em como a particula
interage com o ambiente e definem os niveis de energia dos orbitais superficiais
(SCIORTINO et al., 2016; SUN et al., 2006).

3.3 Autofluorescéncia da agua

Aguas de ambientes naturais apresentam fluorescéncia, a qual é geralmente
atribuida a impurezas presentes, mas mesmo apos purificacdo (filtracdo, destilacdo ou
deionizacdo), apesar de diminuir de intensidade, esta fluorescéncia ndo é totalmente
suprimida. Agua Milli-Q apresenta fluorescéncia, como mostra a Figura 3, quando
excitada com diferentes comprimentos de onda (250 a 290 nm) (BELOVOLOVA et al.,
2009).
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Figura 3 — Espectros de fluorescéncia de agua Milli-Q com excita¢des em 250 (1), 260 (2), 270 (3),
280 (4) e 290 (5) nm.
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Fonte: adaptado de BELOVOLOVA et al., 2009.

Em espectros de fluorescéncia de diferentes aguas (ndo mostrados na figura)
podem aparecer bandas em duas regides caracteristicas: uma com maximo na faixa de
300 - 350 nm e outra de 400 - 450 nm. A primeira faixa é atribuida a luminescéncia de
compostos como proteinas e a segunda, a substancias organicas ou compostos humicos.
Entretanto, a fluorescéncia da dgua também estd relacionada a outros fatores, pois
apenas a presenca de impurezas ndo é capaz de explicar todas as caracteristicas de tal
fluorescéncia. Estudos foram realizados a este respeito e também foi associado que a
fluorescéncia seria causada pela presenca de espécies reativas de oxigénio, que podem
se envolver em reagdes quimioluminescentes, por processos de auto-organizagédo
estrutural das ligacdes de hidrogénio e da formacéo de estado metaestavel, pela presenca
de impurezas reduzidas, e pela presenca de compostos carbonilicos excitados, que
provavelmente sdo formados em decorréncia da decomposicdo de peroxidos da
superficie de bolhas de ar presentes na &gua (BELOVOLOVA et al., 2009).



32

3.4 Metodologias de anéalise de quercetina

A quercetina tem sido alvo em muitos estudos para sua determinagdo devido a
suas importantes atividades biologicas (antioxidante, antitlcera, anticancer, etc.) e
devido a estar naturalmente presente em diferentes frutas e vegetais (FORMICA,;
REGELSON, 1995; XIAO et al., 2013). Uma vez que a presenca, em maior quantidade,
deste flavonoide nos alimentos os tornaria mais saudaveis, surge a demanda de
quantificar a quercetina nos diferentes tipos de amostras. Os métodos mais comumente
utilizados para a determinacdo sdo os métodos cromatograficos, eletroquimicos ou até
uma associacdo dos dois. WANG et al. (2005), ZHANG e CUI (2005), RANJBARI,
BIPARVA e HADJIMOHAMMADI (2012) e WIANOWSKA et al. (2017) utilizaram
cromatografia para determinar quercetina em diferentes amostras; HE, LIN e PAN
(2005), XU e KIM (2006) e XIAO, ZHAO e ZENG (2007) utilizaram métodos
voltamétricos; jA CHEN, ZHANG e YE (2000) utilizaram uma combinacdo destas

metodologias quando aplicaram a eletroforese capilar com deteccéo eletroguimica.

WANG et al. (2005) com a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), uma
coluna de fase reversa e detec¢do UV, determinaram quercetina em células humanas de
cancer de mama. Este tipo da amostra ndo pode ser analisado diretamente, entéo foi feita
uma preparacao adicionando acido cloridrico para a precipitacdo de proteinas, passando
por extracdo em uma mistura de éter e acetona, 2 minutos de agitacdo em vortex, 15
min. de centrifugacdo, secagem em nitrogénio e redissolucdo na fase movel (solucédo
tampao de fosfato, THF, metanol e isopropanol). Com a metodologia estabelecida, foi
determinado o limite de deteccédo do método de 0,01 pmol L, a faixa linear de 0,1 a 1
umol L1, com desvio padrao relativo (RSD) menor que 10% e sem interferentes eluindo
junto ao sinal da quercetina, especialmente kaempferol e isorhamnetina que também

foram analisados no método desenvolvido.

ZHANG e CUI (2005), também escolheram HPLC com coluna de fase reversa,
mas utilizando um detector de quimioluminescéncia, obtendo um limite de deteccao
mais alto, de 0,0529 umol L, faixa linear mais ampla, de 0,2 a 231,6 pumol L, e RSD
de 3,6%; kaempferol e isorhamnetina também foram analisados e, por isto, ndo

interferem na determinacao de quercetina. As amostras analisadas foram de fitofarmacos
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de Hippophae rhamnoides L. e foram preparadas a partir da adicdo de metanol, agitacéo,
sonicacdo por 1 hora e filtracdo, adicdo de metanol ao residuo da filtracdo, mais 30 min.
de sonicacdo, e depois diluicdo e filtracdo com membrana; apds toda essa preparacéo, a
solucédo obtida pode ser submetida a anélise, na qual leva 25 min. para separacdo na

coluna.

RANJBARI, BIPARVA e HADJMOHAMMADI (2012) também utilizaram
HPLC com deteccdo UV, mas para quantificar quercetina em mel, urina e plasma. Para
estas amostras houve adicdo de acido cloridrico, agitacdo e aquecimento por 30 min. a
80 °C, diluicdo, extracdo, ajuste de pH e filtracdo; para a extracdo, foi selecionado o
método de microextracao liquido-liquido dispersiva invertida (IDLLME). As figuras de
mérito do método desenvolvido séo: limite de deteccdo de 0,86 nmol L, faixa linear de
1,65 a 3309 nmol L* e RSD menor que 5%.

WIANOWSKA et al. (2017) analisaram quercetina em folhas, flores, ervas e
botBes de flores depois de moer e extrair por SSDM (do inglés, sea sand disruption
method) utilizando a técnica de cromatografia liquida com detector de espectrémetro de
massas (LC-MS). As figuras de mérito do método desenvolvido ndo foram
determinadas, mas foi estimado que derivados da quercetina ndo interferem nas medidas

e que o tempo da anélise foi de 90 min.

HE, LIN e PAN (2005) utilizaram a voltametria de pulso com eletrodo pasta de
nanotubos (MWCNT) em 0leo de parafina (nujol), para determinar quercetina em
amostras de soro sanguineo e urina, sem que houvesse necessidade de preparos de
amostra custosos ou trabalhosos, as amostras passaram apenas por dilui¢cdo. O limite de
deteccdo estimado foi de 0,03 umol L e a faixa linear de 0,1 a 1,0 umol L. Glicose,
serotonina e acido ascorbico ndo interferiram na medida, mas algumas substancias da

urina interferiram, porém nao foram identificadas.

XU e KIM (2006), quantificaram quercetina em cebola através de um
procedimento eletroquimico que utiliza voltametria de onda quadrada e um eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos e nafion. A preparacdo da amostra,
entretanto, ndo foi tdo simples como a de HE, LIN e PAN (2005) ja que se trata de uma

amostra solida. As amostras foram submetidas a secagem por 24 h, extracdo em etanol
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por 24 h e sem a presenca de luz, filtracdo a vacuo, secagem do filtrado, redissolucéo
em etanol e mais uma filtracdo. O método desenvolvido poderia detectar concentracGes
até menores que 0,02 umol L, mas apenas pdde quantificar entre 0,02 e 2 umol L de
quercetina. A presenca de morina e catecol interferem na resposta obtida, mas acido

ascorbico, acido urico, glicose e hesperetina ndo interferem.

XIAO, ZHAO e ZENG (2007), assim como HE, LIN e PAN (2005), empregaram
como eletrodo uma pasta feita de nanotubos e 6leo de parafina, porém se diferenciaram
pelo uso de voltametria linear. Para analisar amostras de hidrolisado de rutina, tal
hidrolisado foi misturado com &cido cloridrico e metanol, fervido por 1 h, filtrado e
diluido. Diferentemente de todos os outros métodos, este estudo levou a duas faixas
lineares de analise: 0,0020 a 0,10 pmol L* de quercetina e 0,10 a 20 pmol L de
quercetina. O RSD encontrado foi 1,70% e foi visto que acido ascorbico, acido urico,
morina e rutina sdo interferentes nesta metodologia, e que 0s ions zinco, potassio, cobre
I1, ferro 111, aluminio, sédio, chumbo I, prata, magnésio e calcio, glicose, vitamina B2

e hipoxantina néo interferem.

CHEN, ZHANG e YE (2000) desenvolveram uma metodologia que utiliza
eletroforese capilar com detec¢édo eletroquimica (CE-ED) para analisar quercetina em
botdes de Flos Sophorae, folhas de Ligustrum lucidum Ait. e folhas de Cinnamomum
camphora (L.) Presl. Como preparagéo, secagem a 60 °C por 4 h, pulverizacéo, refluxo
em metanol por 3 h a 80 °C, filtracdo e mais duas lavagens com metanol, ajuste de
volume e diluicdo na solucdo tampéo a ser utilizada. O tempo necessario para uma boa
separacdo na coluna foi de 10 min., 0,225 pumol L foi o limite de deteccdo, a faixa
linear de 0,5 a 1000 pmol L* e o RSD foi menor que 5%. Glicose, daidzeina e rutina

foram espécies ndo-interferentes para 0 método.

Os métodos cromatograficos e eletroquimicos sdo os mais encontrados na
literatura para a analise de quercetina, entretanto ndo ha apenas estes métodos. QIU et
al. (2012) desenvolveram um método de andlise em fluxo com sensor
quimioluminescente para anélise de quercetina em remedios. Eles obtiveram um limite
de deteccdo de 0,93 umol L, valor mais alto que os métodos mais comuns, faixa linear

tdo ampla quanto outros métodos, de 1,4 a 160 umol L, e RSD comparavel, de 2,72 a
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3,31%. Apesar de ndo terem sido encontrados interferentes para o metodo, foi verificado
que os ions de prata, cobre Il, ferro Il, cério Ill, paladio Il, bario, potassio, sddio,
magnésio, cddmio e célcio, rutina, B-ciclodextrinas e amido néo interferem. Ja XI1AO et
al. (2013) desenvolveram um método de fluorescéncia, atraves da diminuicdo da
fluorescéncia (quenching) de CQDs preparados por irradiacdo de micro-ondas a partir
de liquido idénico. O limite de deteccdo e RSD foram comparaveis aos dos métodos
cromatograficos ou eletroquimicos: 0,0988 pumol L e 2,50%, respectivamente; mas a
faixa linear ficou em concentracdes mais altas e pouco ampla: 2,87 a 31,57 umol L. E
com relacéo aos interferentes, apenas foram encontrados ndo-interferentes: NaCl, NaBr,
KI, KNOs, KBr, CaClz, ZnSO4, NaM00O4, CONO3z, BSA (albumina de soro bovino),

leucina, tirosina e penicilina V K.
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4 Materiais e procedimentos

4.1 Reagentes e solucGes

As solugdes foram preparadas com agua ultrapura com resistividade de 18,0 MQ
cm, de um sistema Milli-Q (Millipore Inc., Bedford, MA) e todos os reagentes foram de

grau analitico.
O metanol (grau HPLC) foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Todas as solugbes tampdo foram preparadas segundo (GOMORI, 2010),

adequando apenas os volumes finais preparados.

Uma solucdo estoque de quercetina 1000 mg L foi preparada a partir de
quercetina grau HPLC (>95%) da Sigma-aldrich (St. Louis, MO, USA) usando como

solvente o metanol.

O papel utilizado nas sinteses foram folhas A4, velhas ou recentes, usadas em
impress@es e que ja ndo estavam sendo utilizadas. Estas folhas foram cortadas em tiras
por um triturador de papel de escritorio e depois cortadas com tesoura, resultando em

pequenos retangulos de cerca de 8 por 1 mm.

O sulfato de quinino em solucdo aquosa de &cido sulfarico foi utilizado como

padrdo de referéncia para o calculo do rendimento quantico (BROUWER, 2011).

4.2 Equipamentos

O forno de micro-ondas utilizado nas sinteses foi modelo Start D (Milestone,
Sorisole, Italy) equipado com sensor de temperatura e com cavidade para oito frascos
de Teflon®, entretanto, ndo foi utilizado o sensor de temperatura. A centrifuga utilizada
foi uma centrifuga EBA 200 da Hettich com velocidade de 6 000 rpm. Para a obtencéo
dos espectros de emissdo ou excitacdo foram utilizados espectrofluorimetro Horiba-
Jobin Yvon Fluorolog-3 com lampada de xenénio, espectrofluorimetro Perkin Elmer

modelo LS 55 e espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301PC de acordo com suas
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disponibilidades. Os espectros de absorcéo foram adquiridos em um espectrofotdmetro

de absorcdo modelo 8453 da Agilent.

Para a caracterizacdo dos CQDs foram empregados um TGA (modelo 50WS,
Shimadzu) e um DSC (modelo DSC-60, Shimadzu) ambos operando em fluxo de
nitrogénio (50 mL/min.; taxa de aquecimento: 10 °C/min.), um rotaevaporador da Biichi
R-210 com banho B-491 e bomba de vacuo Vario PC 3001, um aparelho de ressonancia
magnética nuclear (NMR) de 400 MHz VNMRS da Varian (solvente: D20), um
equipamento de DLS NanoBrook Omni, um medidor de potencial zeta da Zetasizer (C-
LABMU/PROPESP), um difratdmetro de raios-X da Bruker modelo D8 Advance com
radiacdo Ka do Cu (A = 1,5418 A), e para as imagens de microscopia um microscopio
LVEMS5 da Delong Instruments com aceleragdo de 5 kV utilizando uma grade coberta

com filme ultrafino de carbono como substrato.

4.3 Avaliagdo das condigdes de sintese dos CQDs

Foram avaliadas as condicdes de sintese dos CQDs através de um planejamento
fatorial 2, onde foram variados a poténcia, 0 tempo de aquecimento e a massa de papel,

de acordo com os niveis mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros avaliados e os niveis superiores e inferiores no planejamento fatorial 23 para
otimizacdo da sintese de CQDs.

Parametros Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
Poténcia (W) 100 200
Tempo (min.) 15 30

Massa de papel (g) 0,5 1,0

Foram utilizados dois reatores de micro-ondas. Para cada reator, foi pesada a
massa de papel em um béquer, foram adicionados 10 mL de adgua ultrapura, o béquer foi
agitado (afim de molhar todos os pedacos do papel) e a mistura foi transferida para o

reator sem adicdo de dgua para auxiliar a transferéncia. Os reatores foram submetidos a
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irradiacdo de micro-ondas em determinada poténcia e durante o tempo determinado de
acordo com o ensaio do planejamento fatorial a ser realizado. Terminado o aquecimento,
os reatores foram esfriados em temperatura ambiente e, entdo, abertos. Os produtos dos
reatores foram transferidos para um mesmo tubo Falcon com capacidade de 50 mL,
desta vez com o auxilio de &gua, e o tubo foi completado com agua até a marcagéo de
45 mL. O tubo foi deixado decantando por 24 h, a solucéo sobrenadante foi retirada com

uma pipeta e armazenada em um frasco de vidro.

4.4 Sintese de CQDs otimizada

Foram utilizados dois reatores de micro-ondas. Para cada reator, foi pesado 1 g
de papel em um béquer, foram adicionados 10 mL de &gua ultrapura, o béquer foi
agitado (afim de molhar todos os pedacos do papel) e a mistura foi transferida para o
reator sem adicionar mais agua para auxiliar a transferéncia. Os reatores foram
submetidos a 200 W de poténcia durante o tempo de 30 minutos. Terminado o
aguecimento, os reatores foram esfriados em temperatura ambiente e, entdo, abertos. Os
produtos dos reatores foram transferidos para um mesmo tubo Falcon com capacidade
de 50 mL, desta vez com o auxilio de agua, e o tubo foi completado com agua até o
volume de 45 mL. O liquido e o s6lido remanescente no tubo Falcon de 50 mL foram
igualmente divididos para 4 tubos Falcon de 15 mL e estes tubos foram submetidos a
centrifugacédo por 10 min. com rotacdo de 6 000 rpm. O sobrenadante foi dividido entre
outros 2 tubos Falcon de 15 mL e centrifugados por mais 5 min., em seguida o liquido
sobrenadante foi transferido para um frasco de vidro e armazenado em temperatura

ambiente.

4.5 Avaliacdo do emprego de dgua destilada e ultrapura no preparo dos CQDs

Foi realizada uma sintese com &gua destilada e outra com agua ultrapura. Para a
sintese com agua ultrapura, foi realizado o procedimento otimizado descrito acima

(topico 4.4). E para a sintese com agua destilada, foram pesadas massas de 1 g de papel
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em 2 béqueres, adicionados 10 mL de agua destilada e seguiu-se com o procedimento

otimizado descrito acima (topico 4.4).

4.6 Sintese com papel residual

Ao terminar uma sintese, o residuo remanescente (papel e um pouco de solucao)
foi dividido igualmente para 2 tubos Falcon, completados para 15 mL com &gua e
levados para uma nova corrida de aquecimento no forno de micro-ondas nas mesmas
condicdes (200 W e 30 min.). Em seguida, o novo produto foi centrifugado normalmente
(10 + 5 min.) para obter a nova solucdo de CQDs desta sintese com o papel remanescente

da sintese anterior.

4.7 Preparacdo dos CQDs para as caracterizagoes

Para a realizacdo das andlises de TGA, DSC, NMR e XRD foi utilizado um po
dos CQDs. Para a obtencéo do po, a solucdo de CQDs, obtida apds o procedimento de
sintese, foi seca em rotaevaporador a 15 mbar e 40 °C; em seguida, foi adicionado
acetona até cobrir todo o sélido aderido nas paredes do baldo, depois houve sonicagao

por 30 min. e filtragdo.

Para as anélises de rendimento quéantico, DLS, potencial zeta e microscopia, a
solucdo obtida da sintese foi apenas diluida em agua ou em isopropanol (para

microscopia).

4.8 Medicao dos tamanhos através da microscopia

Os tamanhos das nanoparticulas foram medidos a partir das imagens de
microscopia através da utilizacdo do software ImageJ. Foram coletados os diametros de

150 particulas para a preparacao do histograma de tamanhos.
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4.9 Solubilidade dos CQDs em outros solventes

Para avaliar a dispersibilidade dos CQDs, 5 aliquotas de 0,5 mL da solucdo de
CQDs foram rotaevaporadas a 15 mbar e 40 °C. Apos a secagem foi adicionado
separadamente 1 mL de &gua, acetona, cloroférmio, dimetilformamida (DMF) ou etanol
e os frascos foram sonicados. Os sobrenadantes foram separados, os precipitados foram

filtrados e ressolubilizados em agua.

4.10 Otimizacdo das condiges de analise de quercetina

Foram avaliadas as condi¢fes de pH, tempo (t) de reacdo e concentracdo de
CQDs ([CQD]) na analise de quercetina. As condicdes variadas estdo listadas na Tabela
2.

Tabela 2 — Pardmetros avaliados na determinag&o de quercetina usando CQDs.
pH t (min.) [CQD] (% V/v)

5
(tampao
citrato-fosfato)

6
x 6 - 20
(tampéo 3
citrato-fosfato) (a cada 1)
7
(tampéo 5
citrato-fosfato)
8
(tampéo TRIS-
HCI)

05-5
(acada0,5)

A solucéo de CQDs adicionada a cubeta teve a concentracdo calculada para que,
ao diluir para os 3 mL finais na cubeta, a mistura resultasse na concentracéo de CQDs a
ser avaliada. Assim, foram preparadas solug6es estoque de CQDs nas concentracdes de
6, 18 e 30% (v/v) da solucéo obtida da sintese, que ao serem adicionadas as misturas na

cubeta resultaram nas concentracdes de CQDs de 1, 3 e 5%, respectivamente.
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Em uma cubeta de quartzo com quatro lados polidos, foram adicionados 0,5 mL
da solucdo estoque de CQDs na concentracdo apropriada, 2 mL de solugdo tampéo e 0,5
mL de um padrdo de 50 mg L de quercetina. No momento da adi¢do do padrdo, um
cronémetro foi disparado e a mistura foi agitada. Os espectros de fluorescéncia foram

medidos em cada tempo a ser avaliado.

411 Aplicacdo dos CQDs na determinacdo de quercetina
As amostras foram diluidas a 10% v/v, em metanol, antes da analise.

Em uma cubeta de quartzo com quatro lados polidos, foram adicionados 0,5 mL
da solucédo estoque de CQDs de 30% (resultando na concentracdo de 5%), 2 mL de
solugdo tampdo TRIS-HCI em pH 8 e 0,5 mL da amostra ou padrdo a ser medido. No
momento da adi¢cdo da amostra ou padrdo um cronémetro foi disparado, a mistura foi

agitada e os espectros de fluorescéncia foram obtidos no tempo de 3 minutos.
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5 Resultados e discussao

5.1 Avaliacdo das condicdes de sintese dos CQDs

As condicbes de sintese dos pontos quénticos de carbono produzidos neste
trabalho foram otimizadas através de um planejamento fatorial 2° e como resposta foram
analisados o0s espectros de absorcédo e emissdo das solucdes coloidais resultantes de cada
condicdo. Este planejamento teve como varidveis a poténcia de irradiacdo do micro-
ondas (P), o tempo de aquecimento no micro-ondas (t) e a massa de papel empregada

(m). Os espectros de absorcéo e emissdo adquiridos estédo apresentados na Figura 4.

Figura 4 — Espectros de (a) absorcao e (b) emissdo com excitagcdo em 400 nm das sinteses com
diferentes condicGes de poténcia (P), tempo (t) e massa (m), de acordo com 0s niveis superior (+) ou
inferior (-) do planejamento.
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Observa-se na Figura 4 a comparacdo com o0s espectros de absor¢do e emissao
dos CQDs com os espectros do fluoréforo presente no papel (TiO2), o qual € adicionado
durante a fabricacdo do papel como branqueador o6tico (SOUSA et al., 2016). Os
espectros que ndo apresentam as mesmas bandas do fluoréforo e apresentam bandas
diferentes, indicam que naquela condicdo ha maior degradacdo do papel. Além disto, a
presenca de novas bandas indica a presenca de um novo material formado. No espectro
de absorcdo do fluoré6foro extraido do papel por sonicacdo em agua (Figura 4 (a)),
observam-se uma banda em 268 nm e uma em 347 nm de intensidades semelhantes.

Quando ha& formacdo dos pontos quénticos, ha o aparecimento de uma curva
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caracteristica de material nanométrico que forma um continuo que vai se intensificando
rapidamente com a diminui¢cdo do comprimento de onda; e estas observagdes constam

nos espectros de absorgdo das condigdes (+)(+)(+) e (+)(+)(-).

Ja no espectro de emissdo do fluoréforo (Figura 4 (b)), sdo vistas bandas entre
400 e 500 nm; com a presenca dos CQDs, observa-se uma banda muito larga em 496
nm, como visto nas condicgdes (+)(+)(-) e (+)(+)(+). A condicdo (+)(+)(-) apresenta a
banda em 496 nm, mas ainda € bem observado um ombro na regido da emissdo do
fluoréforo. Ja a condicdo (+)(+)(+), apresenta esta banda relativa aos CQDs de forma
mais intensa e quase ndo se observa 0 ombro na regido de emissao do fluoréforo. Entéo,
pode-se concluir que as condicdes (+)(+)(-) e (+)(+)(+) foram aquelas em que houve

formacéo de CQDs, mas de forma mais eficiente na condigéo (+)(+)(+).

Diante destes resultados observou-se a necessidade de fornecer alta energia para
a quebra das ligagdes da celulose para que haja a formagéo dos CQDs, pois em qualquer
uma das condi¢Ges em que foi utilizada a poténcia de 100 W ndo houve formacéo de
pontos quanticos. Ainda mais, é possivel fazer a confirmacéo visual da formacdo dos
CQDs (Figura 5), pois no produto das sinteses com condi¢des em que ha formacéo de
CQDs observa-se o papel mais degradado e a solu¢cdo com coloragdo marrom mais
intensa, e quanto maior a formacao de CQDs mais escura a solugdo. O produto da sintese
com condig&o (+)(+)(+) mostrou maior degradacgéo do papel e uma solugdo marrom mais
escura, em relacdo aos produtos das outras sinteses, colaborando com a escolha da

mesma.

Figura 5 — Produtos de sintese, apds o aquecimento por micro-ondas, sem (esquerda) e com (direita)
formacdo de CQDs.
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Visto que a condicdo (+)(+)(+), que consiste em 200 W, 30 min. e 1 g de papel,
foi a que suscitou maior formacdo de CQDs, cogitou-se fazer uma expansdo do
planejamento inicialmente proposto, porém néo seria possivel aumentar a variavel da
massa, devido a capacidade do frasco de reacdo do forno de micro-ondas utilizado.
Também cogitou-se 0 aumento da variavel da poténcia, entretanto ndo seria possivel
devido a questdes de seguranca e de capacidade do equipamento; ja 0 tempo seria sim
uma variavel possivel de aumentar, entéo foi realizada mais uma sintese, dessa vez com
a condicdo de 200 W, 60 min. e 1 g de papel: (+)(++)(+). Os espectros de absor¢éo e de

emissao desta sintese estdo na Figura 6 juntos aos espectros da sintese com condicfes

().

Figura 6 — Espectros de (a) absorcéo e (b) emisséo (excitacdo em 400 nm) da condicdo de sintese na
expansdo do planejamento fatorial: (+)(++)(+).
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Na Figura 6 (a), vé-se uma intensidade de sinal menor na regido de 347 nm para
0 espectro da condi¢do (+)(++)(+), indicando maior degradacdo do fluor6foro com o
aumento do tempo de aquecimento. No espectro de emissdo da condicdo (+)(++)(+), na
Figura 6 (b), observa-se maior intensidade, indicando a maior formacdo de CQDs.
Porém, o0 aumento da formagao de CQDs devido a duplicacdo do tempo de aquecimento

néo foi considerada vantajosa, assim a melhor condicdo de sintese ainda se manteve a
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condicdo que utiliza 200 W de poténcia, 30 min. de aquecimento e 1 g de papel:
(H)(H)().

Além das condicbes de sintese, também foram investigadas as condi¢des pos-
sintese para a otimizagdo da sintese: 0 aquecimento pos-sintese para maturagdo dos
pontos quanticos e o método de separacdo do sobrenadante. Para avaliar o processo de
maturacdo dos CQDs através de aquecimento, a solucdo de CQDs obtida da sintese foi
submetida a aquecimento por até 4 h em banho de 6leo em uma temperatura de cerca de
90 °C e foram coletadas aliquotas em diferentes tempos de aquecimento. Os espectros
de absorcdo e emissdo destas aliquotas foram adquiridos (Figura 7). Analisando
visualmente a solucdo de CQDs durante o aquecimento, ndo se observou mudanca
significativa na solugéo, apenas certa turbidez. No entanto, ao analisar os espectros de
absorcdo e emissdo observou-se um aumento da intensidade de absorcéo, porém a
intensidade de emissdo diminuiu mais de 50% apds 4 horas de aquecimento. Isto indica
que, diferente dos pontos quanticos de semicondutores (QDs), estes pontos quanticos de
carbono ndo sofrem aprimoramento de sua estrutura através da diminuicdo de defeitos
e também ndo aumentam de tamanho para fluorescer em comprimentos de onda maiores,

apenas sofrem aglomeracao e precipitam.

Figura 7 — Espectros de (a) absorcéo e (b) emisséo (excitacdo em 400 nm) dos CQDs sintetizados na
condicéo (+)(+)(+) (poténcia de 200 W, durante 30 min. com 1 g de papel) e aquecidos em banho de
6leo por 0, 1, 2 ou 4 horas.
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Ap0s o aquecimento no forno de micro-ondas, o produto obtido é composto por
uma solucdo (com os CQDs desejados) e material solido (proveniente do papel).
Inicialmente, 0 método utilizado para obter a solucdo separadamente foi a decantacdo
por 24 h, mas isto torna a sintese mais demorada, entdo foi avaliada a possibilidade de
utilizar a centrifugacéo para obter a solugdo. Desta maneira, foi realizada uma sintese,
posteriormente o produto foi centrifugado de acordo com o procedimento ja descrito na
sessdo de Materiais e procedimentos e 0s espectros de emissdo desta sintese e da

sintese com decantacdo sdo mostrados na Figura 8.

Figura 8 — Espectros de emissdo (excitagdo em 400 nm) das sinteses obtidas por centrifugagéo ou
decantagdo.

Centrifugacdo
Decantacio

Intensidade de emissdo relativa

T T T T T 1
450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Na Figura 8, € visto que a emissdo da sintese que passou por centrifugacao é
mais intensa. E possivel que durante as 24 h de decantac&o alguns CQDs formados, em
contato com o papel remanescente, voltem a se ligar ao papel sélido macroscépico e
deixem a solugdo. Com a evidéncia de uma maior intensidade de fluorescéncia
utilizando a centrifugacdo, concluiu-se que esta seria a melhor forma de obtencéo da
solucdo de CQDs, tanto por uma questdo de eficiéncia da sintese, ja que foram obtidos
mais CQDs luminescentes, quanto por uma questdo de tempo de sintese, pois reduz de

24 h para 15 minutos.
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5.2 Avaliacdo do emprego de agua destilada e ultrapura no preparo dos CQDs

Afim de testar o tipo de dgua empregada na sintese, foi proposto realizar uma
sintese feita com agua destilada, ao invés da agua ultrapura. A Figura 9 mostra os
espectros de emissdo da sintese feita com &gua ultrapura e com agua destilada, nela
observa-se uma maior concentracdo de CQDs na sintese em que se utilizou a agua
destilada, e isto é explicado pela maior concentracdo de ions na dgua destilada. Com
uma maior concentracdo de ions na solucdo que é exposta a radiacdo de micro-ondas,
ocorre maior agquecimento, possibilitando a quebra das ligacdes no papel com mais
facilidade, por isto obtém-se mais CQDs com a utilizacdo da agua destilada. Entretanto,
para a aplicacdo dada a este material ndo seria interessante a presenca de ions, entdo foi

mantida a agua ultrapura na sintese, para os fins deste trabalho.

Figura 9 — Emisses (excitacdo em 400 nm) das sinteses feitas com agua destilada ou ultrapura.
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5.3 Sintese com papel residual

Levando em consideracéo o critério da quimica verde que fala sobre o consumo
total dos reagentes (LENARDAO et al., 2003), a sintese de CQDs descrita neste trabalho
néo é verde, pois muito pouco do papel posto no reator é consumido, entéo foi avaliada

a possibilidade de utilizar o residuo de uma sintese em uma nova sintese. Desta forma,
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foi realizada uma sintese com o papel remanescente de uma sintese nas mesmas
condigdes. Para comparacdo, na Figura 10, encontram-se 0s espectros de absorcgéo e
emissdo da sintese feita primeiro (com papel novo, que ainda ndo foi utilizado em uma

sintese) e da sintese feita com o papel remanescente desta primeira sintese.

Figura 10 — Espectros de (a) absorcdo e (b) emissao (excitacdo em 400 nm) das sinteses feitas com
papel novo e com papel remanescente da sintese anterior.
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Observa-se na Figura 10, que ambos 0s espectros tém maior intensidade para a
sintese feita com o papel remanescente, mostrando que seria vantajoso continuar
utilizando o papel remanescente tanto do ponto de vista da quimica verde quanto do
ponto de vista da eficiéncia de producéo dos CQDs. Entretanto, o perfil dos espectros
da sintese com o papel remanescente € um pouco diferente da sintese feita com papel
novo, mostrando que ha formacgdo de outras estruturas ou das mesmas em propor¢do
diferente. Este ponto deve ser melhor investigado, tanto em relacdo as espécies formadas

quanto em relacdo a quantidade de vezes que o papel remanescente poderia ser utilizado.

5.4 Avaliacdo da influéncia da fonte de celulose na fluorescéncia dos CQDs

Com o intuito de elucidar a origem dos CQDs formados a partir do papel, foram

feitas: uma sintese com um papel “sem fluordforo”, usando papel de filtro qualitativo, e
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uma sintese com celulose em pd. Os espectros de absorcdo e emissdo dessas sinteses
estdo na Figura 11, junto aos espectros obtidos da sintese feita normalmente, com papel

oficio impresso gque ja ndo estava mais sendo usado.

Figura 11 — Espectros de (a) absorcdo e (b) emissao (excitacdo em 400 nm) de sinteses feitas com
papel oficio usado, com papel de filtro e com celulose.
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Nos espectros de absorcdo da Figura 11 (a), observa-se que as sinteses com
celulose e com papel de filtro apresentaram bandas semelhantes, ja a sintese com o papel
usado apresentou bandas diferentes, mas também na mesma regido das outras sinteses.
Os espectros (Figura 11 (b)) de emissédo sdo, aparentemente, bastante diferentes, mas
com um padréo: deslocam-se para comprimentos de onda maiores, em comparagdo com
0 espectro da celulose. Estas observacbes indicam que os CQDs formados sédo
provenientes da celulose, mas a medida em que sdo adicionados outros constituintes, 0s
espectros de emissdo sdo influenciados deslocando-os proporcionalmente. Por fim, o

papel permaneceu sendo utilizado como fonte de celulose para a sintese de CQDs.

5.5 Caracterizag®es 6ticas dos CQDs

Uma vez escolhidas as condi¢Ges da sintese: 200 W de poténcia, 30 min. de

aquecimento e 1 g de papel; na Figura 12 (a) estdo resumidos os espectros de absorcéo,
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excitacdo e emissdo. Nesta figura, encontra-se um espectro de absorcdo caracteristico
de material nanométrico com um méaximo de absor¢do bem definido no comprimento
de onda de 266 nm e uma segunda absor¢do na faixa de 300 a 400 nm; espectro de
excitacdo (deteccdo em 485 nm) com méaximo no comprimento de onda de 373 nm;
espectro emissdo (excitacdo em 400 nm) com maximo no comprimento de onda de 496
nm, largura a meia-altura de 137 nm e deslocamento de Stokes de 96 nm. Como visto
na Figura 12 (b) onde estéo os espectros de emissdo nos diferentes comprimentos de
onda de excitacdo, e mais evidentemente na Figura 12 (c) onde estdo os espectros da
Figura 12 (b) normalizados, o espectro de emissdo dos CQDs produzidos € dependente

da excitacdo, como também é observado em diferentes trabalhos da literatura.

Figura 12 — (a) Espectros de absorgao, excitagdo e emissdo dos CQDs produzidos na condicéo de
sintese escolhida. (b) Espectros de emissao dos CQDs excitados em diferentes comprimentos de onda
(250 — 600 nm). (c) Espectros de emisséo de (b) normalizados, exceto o0 espectro excitado em 250 nm.
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Observa-se que o comprimento de onda de excitacdo que resulta em emisséo de
maior intensidade € o de 350 nm, entretanto o comprimento de onda escolhido para todas
as avaliagOes feitas neste trabalho, inclusive para a aplicagcdo dada mais adiante, foi o de
400 nm. O comprimento de onda de excitacdo de 400 nm foi selecionado porque além
da emissdo dos CQDs também estdo presentes nos espectros de emissdo, sinais do

fluoréforo proveniente do papel e da autofluorescéncia da agua (Figura 13).

Figura 13 — Espectros de emisséo (a) do fluor6foro proveniente do papel com excitagdes de 250 - 600
nm e (b) da &gua com excita¢des de 250 - 550 nm.
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Enguanto a emissdo do fluoréforo (Figura 13 (a)) se fixa em 438 nm e pode ser
evitada utilizando excitages onde os CQDs emitam em comprimentos de onda maiores,
a emissao da agua se mostra dependente da excitacdo, assim como a dos CQDs, mas ndo
tém o mesmo deslocamento. Desta forma, em alguns espectros dos CQDs a emissao da
agua aparece no centro do espectro e em outros aparece na lateral. Logo, o espectro de
emissdo a ser escolhido seria o espectro excitado em maior comprimento de onda (para
evitar a emissdo do fluoréforo), mas a intensidade de emissdo dos CQDs diminui muito,
sendo razoavel apenas até 450 nm. Como a emissdo da agua aparece no centro do
espectro excitado em 450 nm, foi escolhido, entdo, o comprimento de onda de excita¢do
de 400 nm; pois € o espectro com intensidade razoavel, mais afastado da emissdo do

fluoréforo e sem a emissdo da dgua no centro do espectro.
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Para avaliar como a emissdo dos CQDs se comporta em diferentes condigdes,
foram coletados espectros de emissdo dos CQDs, excitados em 400 nm, sob diferentes
pH e concentragcbes de CQDs (Figura 14 (a) - (e)). As concentragdes foram
estabelecidas considerando os valores das diluicbes em relagdo a solucdo obtida da
sintese (considerada como 100%) e os pH foram ajustados apenas com acido cloridrico
ou hidroxido de sodio. Observa-se que a medida em que a concentracdo de CQDs
diminui, o sinal da agua fica mais evidente. Além disso, a intensidade de emissdo
diminui em pH acido, e é proporcional ao aumento da acidez. Mas, em pH neutro ou
bésico a intensidade de emissdo € maior que em pH &cido. Na concentracdo de CQDs
em 10% (Figura 14 (a)), a intensidade de emissdo é proporcional ao aumento da
basicidade, entretanto nas outras concentracdes ocorrem inversdes. E provavel que estas
alteracdes na emissdao dos CQDs, de acordo com o pH, sejam devido a protonacéo ou

desprotonacdo dos grupos da superficie dos pontos quanticos.
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Figura 14 — Espectros de emisséo (excitagdo em 400 nm) variando o pH da solugcdo CQDs em
concentragdes de CQDs de (a) 10, (b) 1, (c) 0,1, (d) 0,01 e (e) 0,001%. (f) Intensidades, em 485 nm,
de cada um dos espectros versus a concentracdo dos CQDs.
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A Figura 14 (f) foi construida com as intensidades de emissdo em 485 nm em
cada condicdo para que fossem observadas as taxas de aumento de emissdo devido ao
aumento da concentracdo em cada pH, mas como as intensidades variaram em Varias
ordens de grandeza, foi utilizada a escala logaritmica nos dois eixos para que todos 0s
pontos pudessem ser visualizados. As concentracGes escolhidas para serem avaliadas
aumentaram numa taxa de 10 (0,001 - 0,01 - 0,1 - 1 - 10% de CQDs), entdo seria de se
esperar que as intensidades de emissdo também aumentassem numa taxa de 10 com o
aumento da concentracdo, porém o que foi observado foi uma taxa de no maximo 2 com
0 aumento da concentracdo de 0,001% para 0,01% e taxas em torno de 6, 11 e 6 nos

aumentos seguintes.

Quando repetida a sintese de CQDs, proposta neste trabalho, em dias diferentes:
15°, 16° e 24° dias do mesmo més, observam-se espectros de emissdo (Figura 15) muito
semelhantes, apenas com diferencas na intensidade, indicando que ao repetir a sintese o

mesmo material é formado, mas em quantidades diferentes.

Figura 15 — Espectros de emisséo (exc. 400 nm) da sintese repetida em dias diferentes (15, 16 e 24).
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O rendimento quantico medido, a partir da absorcdo e da area de fluorescéncia

relativos a um padrdo de quinino excitado em 366 nm, foi de 9%.
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5.6 Outras caracterizacdes dos CQDs

As analises térmicas de TGA e DSC dos CQDs estdo representadas na Figura
16. Observa-se na linha do TGA uma perda de massa inicial de aproximadamente 6%
até 150 °C: esta regido é caracteristica da perda de dgua. Ap0s esta perda de massa, ha
uma perda de 23% até 345 °C e depois mais perdas menores até 600 °C chegando até
48,5% da massa inicial. A uma temperatura de 600 °C, toda a parte organica (os CQDs)
ja foi eliminada, restando apenas residuos inorganicos, como por exemplo, o Al20s, 0
SiO2 e 0 TiO2 que é o fluoroforo adicionado como branqueador, em quantidade
consideravel, ao papel durante a fabricacdo (SOUSA et al., 2016). Na linha do DSC,
encontram-se uma serie de picos endotérmicos (de 117 a 160 °C) em uma regido onde
ndo ha perda de massa consideravel, indicando que na regido ndo ha apenas a perda de
agua, mas também podem estar acontecendo outros processos como transicoes de fase.
Assim, 0s CQDs produzidos neste trabalho ndo seriam indicados para aplicagdes em que

as temperaturas ultrapassem 115 °C.

Figura 16 — Andlises térmicas dos CQDs em atmosfera de No.
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No espectro de NMR dos CQDs sintetizados neste trabalho (Figura 17),
encontram-se sinais até 3 ppm que seriam referentes a hidrogénios ligados a carbonos

sp?, sinais de 3 a 6 ppm que seriam referentes a hidrogénios ligados a grupos hidroxila,
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éter ou carbonilicos, e um sinal em 8,326 ppm que seria referente a hidrogénios de
aldeido, regides também observadas por DE e KARAK (2013). Ja na regido de 6 a 8
ppm, regido de hidrogénios de anéis aromaticos ou carbonos sp?, ndo aparecem sinais,
indicando que os CQDs formados provavelmente ndo apresentam grupos aromaticos.
Indicando, assim, que ndo ha regides grafiticas e, consequentemente, os CQDs aqui
sintetizados ndo seriam GQDs ou mesmo GCQDs. Também foi realizado o NMR de

13C, mas ndo foram observados quaisquer picos.

Figura 17 — *H NMR dos CQDs (solvente: D;0).
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O potencial zeta medido foi de -5,92 mV (pH aproximadamente 5), evidenciando

uma superficie negativamente carregada.

Afim de avaliar a estrutura dos CQDs foi realizado o XRD, obtendo-se o
difratograma da Figura 18 (a). Nesta figura, observam-se sinais alargados indicativos

de poucas regides organizadas. Diferentes estruturas podem estar presentes na amostra
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de CQDs: regides com estrutura grafitica (difratograma do grafite moido [Figura 18 (b)
difratograma (b)]), estruturas do TiO2 em suas diferentes fases (Figura 18 (c)) ou até
regides organizadas de celulose (Figura 18 (d) difratograma (c)). Ao comparar o
difratograma dos CQDs com os difratogramas das diferentes estruturas possiveis de

compor o difratograma dos CQDs, ndo foi possivel relacionar os sinais do XRD dos

CQDs a quaisquer estruturas.

Figura 18 — Difratogramas de raios-X de (a) CQDs; (b) a - grafite, b - grafite moido, e ¢ - grafite
moido e recozido; (c) a - nanoparticulas de TiO,, b - TiO; anatase, ¢ - TiO bruquite e d - TiO- rutilo;
(d) a - bagaco de cana-de-agUcar, b - celulose, e ¢ - celulose nanocristalina.
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Na determinagdo do tamanho dos CQDs foram realizadas analises de DLS e de
microscopia eletronica de baixa voltagem (LVEM). Nas medidas de DLS foram
adquiridas medidas de, em média, 9,6 um para a solucdo de CQDs diluida. Imagens
obtidas através da microscopia estdo apresentadas na Figura 19, onde se observam
diferentes estruturas provenientes da solucédo obtida ao final da sintese dos CQDs. Séo

observadas desde estruturas micrométricas até estruturas nanomeétricas, chegando a
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menos de 10 nm e permanecendo em torno de 11,2 nm, como visto no histograma. A

presenca destas estruturas muito grandes devem ser a causa do valor obtido no DLS. Em

contrapartida, esta explicita a presenca de estruturas nanométricas, as quais sao 0s CQDs

sintetizados. As estruturas micrométricas observadas podem ser residuos da sintese,

papel que ndo foi quebrado a tamanhos nanométricos.

Figura 19 — Imagens de microscopia eletronica da solucao obtida da sintese de CQDs e histograma de

100 nm

5.7 Separacdo cromatografica

distribuigdo de tamanhos dos CQDs.
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Com o objetivo de avaliar a possibilidade de separar as populagdes de CQDs

obtidas juntamente na sintese, foi preparada uma coluna cromatogréfica classica com
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fase estacionaria de celulose e fase movel agua, como na Figura 20 (a). No
empacotamento da celulose foi observado que havia luminescéncia na dgua que saia
antes mesmo da adicdo os CQDs, entdo a coluna foi lavada até a minimizacdo da
fluorescéncia (Figura 20 (b)). A solucédo de CQDs foi passada pela coluna e fracGes da
solucdo de saida foram coletadas de acordo com as mudancas de cor ou fluorescéncia
visualizadas; destas fracGes foram obtidos os espectros de fluorescéncia apresentados

na Figura 20 (c), numerados de 1 a 6.

Figura 20 — (a) Coluna cromatografica com CQDs durante a separacao. (b) Espectros de emissao
(excitacdo em 400 nm) de 6 fracGes de &guas de lavagem (1 a 6) que sairam da coluna durante a
lavagem da mesma. (c) Espectros de emissdo (exc. 400 nm) de 6 fracOes coletadas (1 a 6) na separacao
dos CQDs.
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Na separacdo dos CQDs observa-se variagdo em 3 regides do espectro: em 455,

500 e 560 nm, indicando que h& pelo menos 3 populacGes majoritarias de CQDs e que
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estas populacdes sdo separaveis. Se fosse utilizada uma coluna com a qual se obtivesse
melhor separacio, poderia ser possivel obter cada populagio separadamente. E possivel
que seja vantajoso adicionar este procedimento pds-sintese afim de se obter diferentes
solugdes de CQDs que emitam em diferentes regides do espectro, com perfil de emissdo
estreito e uma fina distribuicdo de tamanhos. A nivel de comparacdo, foram feitas
observacdes semelhantes nos trabalhos de L1 et al. (2010) e PHILIPPIDIS et al. (2013).

5.8 Solubilidade dos CQDs em outros solventes

Para que se possa atribuir outras aplicacdes aos CQDs em que seja necessario
utilizar solventes orgénicos, foi verificada a dispersibilidade e consequentemente a
alteracdo da emissdo dos CQDs em alguns solventes comuns. A Figura 21 (a) mostra
0s espectros de emissao dos CQDs dispersos em solventes organicos e a Figura 21 (b),

dos precipitados ressolubilizados em agua.

Figura 21 — Espectros de emisséo (excitacdo em 400 nm) dos CQDs (a) solubilizados em diferentes
solventes e (b) dos respectivos precipitados ressolubilizados em agua.
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Através dos espectros dos sobrenadantes (Figura 21 (a)), pode-se dizer que 0s
CQDs ndo sdo dispersaveis em acetona e cloroférmio (linhas vermelha e laranja de
baixas intensidades), em etanol sdo dispersaveis similarmente a agua, e em DMF além
da dispersibilidade houve um efeito que gerou um grande aumento da intensidade de

fluorescéncia dos CQDs. Ja nos espectros dos precipitados ressolubilizados (Figura 21
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(b)), observa-se a baixa intensidade do espectro do precipitado do DMF, confirmando a
dispersdo dos CQDs neste solvente. Para 0s outros precipitados observou-se certo
aumento da intensidade de fluorescéncia, em especial no caso do etanol, porque parte
dos CQDs ja haviam sido dispersados no sobrenadante. E possivel que este aumento
tenha ocorrido devido a algum efeito provocado pelo solvente organico, que pode ter
deslocado moléculas de agua da superficie do CQD. Assim, € ressaltado que os CQDs
sdo dispersaveis apenas nos solventes que tenham maior capacidade de formar ligac6es

de hidrogénio, porém apenas foram totalmente dispersaveis em agua.

Na aplicacdo dada aos CQDs, o solvente escolhido foi a agua, como solvente para
0s CQDs e para as solucdes de tampéo, mas também foi utilizado metanol, apenas como

solvente para o analito (quercetina) que é pouco sollivel em agua.

5.9 Otimizacao das condicdes de analise de quercetina

Os CQDs sintetizados neste trabalho foram aplicados como sensor de quercetina

para amostras de bebidas, como chés e sucos.

Inicialmente, as condi¢Ges de pH, tempo (t) de resposta e concentracdo de CQDs
([CQD]) foram otimizadas com o objetivo de obter maior separagéo entre a intensidade
de emissdo dos CQDs na presenca do analito e a intensidade do branco. Para avaliar
cada condicdo, foram coletadas as intensidades de emissdo em 485 nm (quando excitado

em 400 nm) para um branco (metanol) e um padrdo de quercetina de 50 mg L.

Os valores das intensidades foram substituidos na equacdo (1) para que seja
obtida uma porcentagem da diferenca D entre a intensidade com o padréo ou amostra e
a intensidade com o branco. Os dados de D foram compilados em um grafico de D versus
o tempo da medida. Geralmente estes valores sdo representados na forma de (Fo - F)/Fo
ou Fo/F, entretanto foram aqui representados na forma de D para que a interpretacao dos
dados fosse facilitada (SEEDHER; KANOJIA, 2009), pois através de D é dada uma
nocdo mais clara da supressdo da fluorescéncia devido a quercetina (quanto maior a

porcentagem (D), maior a supressdo da fluorescéncia).
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(1)

Como o fendbmeno de interagdo com a quercetina foi de supressdo de

fluorescéncia, a intensidade do branco (lsr) deve ser maior que a do padrdo de

quercetina (Irg) e 0 valor de D deve ser positivo. E desejavel que a diferenca entre as

duas intensidades seja grande, ou seja, a melhor condicdo sera a que apresenta maior

valor de D. Além disso, os valores de D devem, preferencialmente, se tornar constantes

ao longo do tempo e atingir tal estabilizacdo o mais breve possivel, possibilitando maior

frequéncia analitica. Estas caracteristicas de D para cada condicdo de analise podem ser

melhor observadas no grafico de D versus tempo da medida, na Figura 22, onde a

melhor condicdo de analise seria aquela que apresentasse seus pontos em uma linha

horizontal (D constante) e acima e mais distante do zero (D positivo e grande).

Figura 22 — Gréfico dos valores de D em relagdo ao tempo de medida, para cada condigdo de anélise
variada entre [CQDs] de 1,3 e 5% e pHs de 5, 6, 7 e 8.
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Dos valores de D na Figura 22, observam-se que as condi¢des [CQD] = 1%/ pH
7,[CQD]=3%/pH 6, [CQD] =3%/pH 8, [CQD] =5% /pH 7 e [CQD] =5% / pH 8

apresentam valores de D positivos, com baixa variacdo ao longo do tempo e varia em
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torno de uma linha horizontal; por isto, tais condi¢cdes se mostraram de acordo com 0s
requisitos pré-estabelecidos para a escolha da condicdo de andlise. Estas seriam as
melhores condices, porém é dificil verificar qual seria a melhor entre elas, entdo foram
feitas curvas de calibragdo com solugcbes padrdo de quercetina em cada uma dessas
condicBes e a curva que resultasse em maior coeficiente angular e maior R? seria a

melhor condicao.

As curvas de D versus concentracdo de quercetina analisadas nas condicdes em
questdo estdo apresentadas na Figura 23, e a condi¢do gque apresentou 0s requisitos para

a escolha foi a curva da condig¢do [CQD] = 5% / pH 8.

Figura 23 — Gréfico de D versus concentracdo de quercetina das curvas feitas nas possiveis melhores
condicOes de analise.
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Com relacédo ao tempo da medida, observou-se, na Figura 22, menor variacao a
partir de 1 min. até cerca de 9 min., entdo para que haja margem de seguranga para

variacoes no tempo de reacgéo, foi escolhido o tempo de medida em 3 min.
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5.10 Figuras de mérito para a analise de quercetina

Para determinar a faixa linear de determinagdo da quercetina, foram analisadas
solucdes padrdo de concentragbes 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750 e 1000 mg L™ de
quercetina (Figura 24 (a) e (b)), foi alcancada a supressao total do sinal (100%) e

chegou-se a concluséo de que a faixa linear seria de 10 a 100 mg L.

Figura 24 — (a) Espectros de emissdo (excitacdo em 400 nm) das analises dos padrdes de quercetina
em concentragdes de 10 a 1000 mg L. (b) Valores de D das intensidades dos espectros de (a) em 485
nm versus a concentracdo de quercetina. (c) Curva analitica tracada para a faixa linear.
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Para a faixa linear encontrada, foi ajustada a curva analitica da Figura 24 (c) em

que se obteve um coeficiente de determinacédo (R?) de 0,9927. Com o desvio padréo de
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medidas repetidas do branco e o coeficiente angular da curva analitica, pelo método da
IUPAC (CURRIE, 1995), foram calculados os valores de LD e LQ de 1,0 e 3,4 mg L,
respectivamente. E para o RSD foi encontrado um valor de 3,7% (n = 9, solucdo padréo

de 50 mg L™* de quercetina).

511 Anadlise de amostras reais e determinacgdes dos valores de recuperagédo

Foram analisadas uma amostra de cha de erva-doce e uma amostra de suco de
macd, diluidos para 10% (v/v) em metanol. Houve a necessidade de um branco da
amostra, pois havia luminescéncia proveniente da mesma, entdo foi feita uma medida
da amostra sem a presenca dos CQDs. Afim de ser calculada a concentracdo de
quercetina nas amostras, foram calculados os valores de D, mas além de subtrair o sinal
da amostra do sinal do branco (Igr, branco da curva analitica), o sinal da amostra
também foi subtraido do branco da amostra, mas no denominador permaneceu apenas o
Ier. Em seguida, os valores de D para as amostras foram lancados na curva analitica
medida no mesmo dia da analise das amostras e foram encontradas as concentracdes de
1,0 mg L de quercetina para o suco diluido e 15,3 mg L™ de quercetina para o cha
diluido. A concentragdo de quercetina no cha seria, entdo, 153 mg L. O suco, porém,

deve ser analisado novamente com menor diluicdo, pois ficou abaixo do LQ.

Para os calculos de recuperacdo nessas amostras, foram adicionadas as
concentracdes de 30 e 70 mg L de quercetina as amostras e obtiveram-se os valores de

recuperacdo como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de recuperacdo encontrados para as amostras analisadas.

Amostra Concentracao Concentracao Recuperacdo
(Concentracdo)  adicionada (mg L) encontrada (mg L) (%)
. 30 61,9 155
Cha
(15,3 mg L) 70 112,4 139
30 39,3 128
Suco

(1,0 mg L?) 70 79,4 112
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6 Conclusoes

Através de um método verde, foram sintetizados CQDs a partir de papel e dgua
utilizando irradiacdo de micro-ondas. As condi¢bes de sintese foram estabelecidas
através de um planejamento fatorial 23, sendo escolhida a condigdo que utilizou 200 W
de poténcia, 30 min. de aquecimento e 1 g de papel. Foi escolhida a centrifugacéo e o
uso de agua ultrapura. Os CQDs obtidos apresentaram emissdo dependente da excitacao,
deslocamento de Stokes de 96 nm, largura a meia-altura de 137 nm e rendimento

quantico de 9%.

A estabilidade térmica dos CQDs sintetizados se mostrou até cerca de 115 °C. O
NMR indicou a auséncia das regides grafiticas. As sinteses realizadas com celulose e
papel de filtro, certificaram a origem dos CQDs provenientes principalmente da
celulose. Através da microscopia foram observados os CQDs com tamanhos, em média,
de 11,2 nm. Na coluna cromatogréfica, foi observada certa separacdo das populacdes
dos CQDs. Os CQDs se mostraram totalmente dispersaveis apenas em agua e

parcialmente dispersaveis em etanol e DMF.

Na andlise de quercetina, a melhor condicdo de analise foi a que utilizou pH 8,
5% (v/v) de CQDs e tempo de analise de 3 min. A faixa linear foi de 10 a 100 mg L de
quercetina; para curva analitica obteve-se um R? de 0,9927, LD de 1,0 mg L, LQ de
34mgL*eRSDde3,7% (n=9).

Foram analisadas, pelo método desenvolvido, uma amostra de cha e uma de suco.
A concentracdo de quercetina encontrada no cha foi de 153 mg L. Os valores de

recuperacao calculados variaram entre 112% e 155% para tais amostras.
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Perspectivas

e Otimizar a sintese com outras variaveis, como por exemplo com o controle da

pressao no reator.

e Avaliar a formagdo dos CQDs individualmente nos dois frascos de reagéo

utilizados.

e Calcular os rendimentos quanticos dos diferentes CQDs: sintetizados com agua

destilada; separados por cromatografia; e sintetizados com o papel remanescente.

e Avaliar as modificacdes de propriedades dos CQDs inserindo um eletrolito na

solucdo para realizacédo da sintese.

e Refazer vérias vezes seguidas a sintese com o papel remanescente de uma

amostra para averiguar as mudancas obtidas.

e Verificar o consumo do papel durante as sinteses com as repeticdes do papel

remanescente e analisar se esse residuo pode ser totalmente consumido.

e Melhorar a separacdo cromatografica com o uso de uma coluna maior ou outro

material.
e Analisar outras amostras de bebidas para determinacdo de quercetina.

e Realizar estudos de possiveis interferentes do método proposto para

determinacédo de quercetina, usando os CQDs.

e Realizar novas aplicacdes, ndo s6 como sensor analitico para outras substancias
e outros métodos, mas também em outras areas, como dispositivos fotoelétricos

ou eletroluminescentes.
e Realizar centrifugacdo em 15 000 rpm.

e Auvaliar a interferéncia na aplicacdo dos CQDs devido ao uso da &gua destilada

para sintese.

e Realizar sintese dopando com nitrogénio, por exemplo, adicionando NH;OH.



Avaliar fotodegradacdo através de irradiacdo continua de ultravioleta.
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