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Resumo

Procedimentos sintéticos simples foram aplicados para a obtencdo de Quantum Dots de
Carbono altamente luminescentes, também conhecidos como C-Dots, a partir de uma fonte de
carbono abundante, que sdo os residuos da industria cervejeira. Os procedimentos sintéticos
foram realizados com o objetivo de investigar os efeitos da etapa de oxidacdo sobre as
propriedades do nanomaterial. As propriedades de Downconversion e Upconversion dos C-
Dots sdo aqui exploradas. Além disso, os C-Dots foram aplicados em experimentos de

imageamento em células e vivas e fixadas e os resultados s&o aqui discutidos.

Palavras-chave: Quantum Dots de Carbono (C-Dots), Luminescéncia, Upconversion.



Abstract

Simple synthetic procedures have been applied for obtaining highly luminescent carbon
quantum dots, also referred to as C-Dots, from an abundant carbon source, which are the
brewing industry waste. The synthetic procedures have been conducted aiming at
investigating the effects of the oxidation stage on the properties of the nanomaterial. C-Dots
down- and up-conversion properties are disclosed herein. Besides, those C-Dots were applied

in cellular imaging experiments in live and adhered cells and the results are disclosed herein.

Keywords: Carbon quantum dots (C-dots), Luminescence, Up-conversion.



Sumario

TR o [T LN o TV - - TR vii
TNAICE 08 ESQUEIMES .....cvvveeeeee sttt sttt sttt iX
Lista de ADreviaturas € ACIONIMOS ......cc.oiuiiiiiiiiiinesieee et sbe b eneas X
I 1o (oo [0 o Lo TN =T 0] o] 3 Y/ 01U SR 1
1.1, ODBJELIVOS QEIAIS ...cveeiiiuiieeiteite sttt bbbttt nn bbb 2
1.2, ODJetiVOS ESPECITICOS ....cvevirieiiiieiieieie sttt 2
2. ReVISA0 BIbIIOGIAfICa........cviiiiieieiee e 3
2.1, CrDOtS it e e a e be e rr et 3
2.1.1.  Fontes de Carbono e Métodos de SINteSE..........ceovvrereiereieieere e 4
2.1.2.  Propriedades ESPECrOSCOPICAS. .......coveuiruereeririerieieiesiesiees et 5
2.1.3.  Mecanismos de EMISSA0 DC........cccovieiiiiieiieiesie e 6
2.1.4.  Mecanismos de EMISSA0 UC .........ccooiiiiiiiiieiiie e 8
2.1.5.  APIICACOES ....vveveeie ettt re e r et raera s 9

2.2. Bagago de IMAILE ........c.ooouiiiiiicce e e 11
3. MateriaiS € MELOUOS .....ccveiveiiieiieieieie ettt b et se e et et e sbe st besreareenes 13
B B 2 (= 1o (=] (- PSPPI 13
3.2, SINLESE HOS CoDOLS....c.eiiiiiiiiiiieieie ettt et be b b 13
3.3.  Experimentos de Imageamento Celular...........ccocoovveiiiiiiiiiccicce e 14
3.4, MEt0d0S UE CAraCteriZAGAD ... ...ccuveueeieie ittt 15
4. RESUITAA0S € QISCUSSAD .....veveeieeriesiiesieesiesteesieeeestee e eseesreesteasaesseesaeesesseesseenseeneesseeseaneens 17
4.1. Comparacao entre C-Dots produzidos atraves de diferentes rotas sintéticas ............ 17
ST O] [0 10 1SS 30
B.  PEISPECTIVAS ... .ottt bbb bbbttt 31
7. RETEIBNCIAS ..ottt bbbttt ettt bbb 32
ST N 12 (0 L TSP PP OTR PP 35



indice de Figuras

Figura 1- Descobertas das novas formas alotropicas do carbono ao longo do tempo. As
imagens das estruturas foram retiradas da referéncia 4............cccocevvevenienieenesie e 3
Figura 2- Fontes ndo convencionais (casca de melancia, estrume de ruminantes e cabelo)
resultando em particulas de natureza grafitica como aquela cuja imagem de MET
encontra-se nesta figura, com tamanhos abaixo de 10 nm, e atraves de métodos fisicos ou
QUIITIICOS. vttt bbbt b et b e bbbt b e b b et b e be e e st et e st et re st s 5
Figura 3- (a) espectros de emissdo de C-Dots com méaximos de intensidade dependentes do
comprimento de onda de excitacdo. Imagens de C-Dots de diferentes tamanhos sob
excitacdo de 365 nm no fundo. (b) C-Dots sob diferentes comprimentos de onda de
(ol L= To%: (o TR P PP P PR URPRPRPRON 6
Figura 4- (a) passivagdo da superficie dos C-Dots (referéncia 27) (b) mecanismos de emissao
d0S C-DOtS (FEFEIENCIA B). ....eivveieeeiecie ettt e e reenee s 7
Figura 5- Alguns dos mecanismos responsaveis pelas emissdes dos C-Dots, de acordo com
classificacdo adotada por alguNS QULOTES. ...........couieieiiieie e 7
Figura 6- Mecanismos de UC: (a) emissdes anti-Stokes (referéncia 39); (b) por absorcao de
d0iS FOLONS (FEFEIBNCIA 42)......cvieieeiecieeeee et 9
Figura 7- llustracdes e experimentos de algumas das aplicacdes em meio bioldgico dos C-
Dots: (a) sondas fluorescentes, referéncia 49; (b) carreamento de farmacos usados no
tratamento contra o cancer, referéncia 51; (c) imagens de fluorescéncia in vivo NIR em
tempo real apos a inje¢do intravenosa de C-Dots em ratinhos nus, em diferentes pontos
temporais, referéncia 48; (d) imagem de luminescéncia de dois fotons (Aex= 800 nm) de
celulas humanas de cancer de mama MCF-7, referéncia 24. ........cccccooeveveieieieseseennnn, 10
Figura 8- Fluxograma de uma industria cervejeira e a geracao de residuos. Figura adaptada da
(=] (=TT Ao = U SRR 11
Figura 9- Hustrag0es d0S C-DOtS L € 2. ....cceiiiiiiiieiierieeie sttt st 18
Figura 10- (a) e (b): imagens de MET dos C-Dots 1 e 2. (c) e (f): zoom das regides marcadas
das figuras (a) e (b), respectivamente, enfatizando os parametros de rede de particulas
representativas. (d) e (e): histogramas de distribuicdo de tamanhode 1 e 2..................... 19
Figura 11- Espectros de IV dos materiais. As curvas em preto e vermelho referem-se as
amOoStras 1 € 2, reSPECLIVAMENTE. .......c.eiiiiiiiiiie ettt nee e 20

Figura 12- Espectro de Raman dos C-Dots 1. C-Dots 2 apresentaram perfil idéntico............. 21



Figura 13- Espectros de absor¢do no UV-Vis e de emisséo dos C-Dots. As linhas em
vermelho e preto referem-se a 1 e 2, respectivamente. Os espectros de emissao foram
adquiridos a temperatura ambiente, sob excitagdo de 300 nm. As setas preta e vermelha
indicam as transi¢des n-n* e m-n*. A figura anexa mostra 1 sob luz ultravioleta (Aex = 366
0] 010 OSSR 22

Figura 14- (a) Curvas obtidas a partir do método de Tauc para 1 e 2. As linhas em vermelho e
preto referem-se a 1 e 2, respectivamente. (b) llustracdo dos gaps de energia dos
IMALETTAIS. ...vevveteite ettt ettt b e bbbt b et e et st bt bt et e e st et e bbb nbenbenne e 23

Figura 15- (a) e (c): espectros de emisséo de 1 e 2 adquiridos a temperatura ambiente sob
comprimentos de onda de excitacdo progressivamente maiores (de 300 nm a 450 nm); (b)

e (d): intensidades de emissdo em funcdo do comprimento de onda de excitacdo de 1 e 2.

........................................................................................................................................... 24
Figura 16- (a) e (b): intensidades de emisséo em funcéo do pH de 1 e 2, sob excita¢éo de 300
0] 1 PP PRSPPI 25

Figura 17- (a) e (b): intensidades de emissdo em funcao da temperatura das solucdes de 1 e 2,
S0b eXCitaGa0 de 300 NIM. ......iiieiecie et re b e sreenneene e 25
Figura 18- Espectros de excitagdo de 1 e 2 na regido do NIR, adquiridos a temperatura
ambiente, monitorando suas emiss8es em 460 NM. ........ccovverrreerirerenee e 26
Figura 19-(a) e (b): espectros de emissédo de UC de 1 e 2, a temperatura ambiente, pH = 6, sob
excitacao Na regido dO NIR. ......coi i 27
Figura 20- Experimentos de bioimageamento usando os C-dots 1 em células MCF-7 (Aex= 405
nm). (a) e (b) mostram os padrfes de coloracéo (verde) para células fixadas e vivas,
respectivamente. (c) e (d) exibem a sobreposicéo entre 1 e a coloragdo do DNA com
DAPI. C-Dots 1 e DAPI sdo responsaveis pelas emissoes verde (Aem= 495 nm) e azul,

respectivamente. Barras de referéncia: 10 um para (a) e (c) e 25 um para (b) e (d). ....... 28

viii



indice de Esquemas

Esquema 1- Resumo dos procedimentos sintéticos utilizados para a obtencdo dos C-Dots 1 e
PRSPPI 14



Lista de Abreviaturas e Acronimos

N ] S Anfotericina B
(O30 o] 1 —— SESS—— --- Quantum dots de carbono
) 4',6-diamidino-2-fenilindol
DCmnmmmmmmmmmmmee SR Downconversion

1) -- Acido desoxirribonucleico
|/ — SRR ———— Espectroscopia na regi&o do infravermelho
Y[ =2y A — S — -- Células de cancer de mama
MET ---------m o e Microscopia eletronica de transicao de alta resolucéo

] [ S —— N — e EEEEEEEE R Infravermelho préximo
PBS-mmmmmmmmmmmmm o Solugéo tampéo fosfato salino
[ [0 S — Upconversion

5 e ---- Ultravioleta
UV-ViSmmmmmmm e oo Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel



1. Introducéo e objetivos

Os atos de produzir novas tecnologias de maneira sustentavel, de tornar os processos ja
existentes, também, sustentaveis e de buscar adventos que possam vir a melhorar a vida do ser
humano sdo uma obrigacdo para todos aqueles envolvidos no mundo cientifico. Este trabalho
foi realizado sob a luz deste compromisso, e tendo em mente os propositos da chamada
Nanotecnologia Verde. Essa abordagem da nanotecnologia surgiu com a necessidade de
produzir de forma ambientalmente sustentavel e tem seus principios embasados em trés
propositos suplementares entre si: a concepcdo de tecnologias limpas baseadas em
nanotecnologia; a minimizacdo dos riscos ambientais e a salde humana que podem estar
associados a nanotecnologia; e o incentivo a substituicdo dos materiais convencionais por

nanomateriais que sejam ambientalmente amigaveis.

Sob essa perspectiva, a producdo de Quantum Dots de Carbono (C-Dots) a partir
residuos industriais possibilita transformar matéria-prima barata e de baixo valor agregado em
materiais de alta tecnologia. C-Dots sdo particulas de carbono com didmetros inferiores a 10
nm, com baixa toxicidade, e caracteristicas espectroscopicas impressionantes que, desde que
surgiram, recentemente, vém tendo novas aplicacGes relatadas na literatura de maneira
incessante, e que tém enorme potencial para aplicacdo em diversas areas. Por outro lado, o
bagaco de malte € o residuo mais importante em termos de volume da indulstria cervejeira.
Esses residuos sdo assumidamente uma rica fonte de carbono, podendo ser utilizados para a
sintese de C-Dots. Atualmente, boa parte deste bagaco é destinada a alimentacdo animal,
entretanto, a alta humidade desse material dificulta esta aplicacdo devido as dificuldades de
transporte e armazenamento geradas pela alta proliferacdo microbiana. Sendo assim, a
destinacao desse subproduto continua sendo um problema para a sustentabilidade do processo
de producgéo de cerveja, uma vez que o descarte inadequado do bagagco de malte pode

ocasionar consequéncias ambientais sérias.

Este trabalho traz a producdo de C-Dots a partir de bagaco de malte originado na
producéo de cerveja e a caracterizacdo desse material. Duas rotas sintéticas foram escolhidas
com o objetivo de obter-se nanomateriais com diferentes graus de oxidagédo superficial. Os C-

Dots produzidos possuem a propriedade de upconversion (UC), que foi convenientemente



estudada e explorada. Os C-Dots produzidos foram testados como sondas oépticas de

imageamento celular (em células MCF-7).

1.1. Objetivos gerais

A proposta deste trabalho é a sintese de C-Dots a partir de bagaco de malte. Almeja-se,

também, avaliar o efeito da etapa de oxidacdo da rota sintética nos nanomateriais.

Considerando que os C-Dots possuem propriedades espectroscdpicas incontestavelmente

interessantes, Uteis e ainda incompreendidas, buscamos explorar essas propriedades.

1.2. Objetivos especificos

Obter C-Dots a partir de uma fonte de carbono ndo convencional: bagaco de malte;
Sintetizar C-Dots através de diferentes rotas sintéticas e chegar ao melhor
procedimento;

Avaliar o efeito da etapa de oxidagcdo nos nanomateriais resultantes;

Explorar as propriedades espectroscépicas desses C-Dots;

Investigar a aplicabilidade dos C-Dots em experimentos de imageamento celular.



2. Revisdo Bibliogréafica

2.1. C-Dots

Desde que Smalley, Kroto, Curl e colaboradores reportaram a existéncia do fulereno, em
1985, surgiu um interesse crescente na existéncia e propriedades de novas formas alotrépicas
do carbono, além do diamante e do grafite, até entdo conhecidas. Em 1991, lijima anunciou a
descoberta do que ele chamou de estrutura de carbono finita constituida por tubos em forma
de agulha,? que hoje conhecemos como nanotubos de carbono. Em 2004, Geim, Novoselov e
colaboradores divulgaram a sintese do grafeno, um material bidimensional a partir do qual é
possivel produzir-se filmes com camadas de até um atomo de espessura.® Foi em 2004,
também, que se iniciou a pesquisa envolvendo os C-Dots, também chamados de Dots de
Carbono, Nanodots de Carbono, Quantum Dots de Carbono ou Quantum Dots de grafeno,’
guando Scrivens e colaboradores averiguaram que 10% da massa obtida em sua sintese de
nanotubos de carbono eram devido a presenca de uma mistura de nanoparticulas
luminescentes, compostas apenas por carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio.> A figura 1

contém as estruturas das novas formas alotrépicas do carbono descobertas ao longo do tempo.

Nanotubos

Figura 1- Descobertas das novas formas alotropicas do carbono ao longo do tempo. As
imagens das estruturas foram retiradas da referéncia 4.



2.1.1. Fontes de Carbono e Métodos de Sintese

C-Dots sdo nanoparticulas constituidas de carbono com hibridizacées sp® e sp®,
heteroatomos e defeitos (causados pela presenca de heteroatomos),* com tamanhos abaixo de
10 nm.°> Essas nanoparticulas possuem natureza grafitica, o que pode ser comprovado pela
visualizacdo de reticulados altamente cristalinos através de microscopia eletronica de
transmissdo de alta resolucdo (MET).® Eles podem ser obtidos a partir das mais diversas
fontes de carbono, como glicose,” glicerol,® compostos organicos aromaticos,” sais de
citrato,'® além de materiais como o préprio grafite,"* fulereno,** nanotubos de carbono,* e
fibras de carbono.* Interessantemente os C-Dots também podem ser sintetizados a partir de
fontes ndo convencionais, fontes essas que dispensam etapas de purificacdo preliminares,
como cascas de melancia,'® cabelo,'® estrume de ruminantes,'” sucos de laranja'® ou banana,*®
restos de comida,?® mel,?! e seda,®* por exemplo. A possibilidade de obtencdo dos C-Dots
através de fontes de carbono com baixo valor agregado os torna altamente atrativos, devido a
diminuicdo de seu custo de produgéo.

Os métodos de sintese de C-Dots sdo igualmente variados e sao divididos em métodos
quimicos e fisicos. A importancia de conhecer-se as variedades de fontes de carbono e meios
sintéticos € que esses sdo fatores determinantes para a propor¢édo entre 0s elementos quimicos
constituintes dos C-Dots, para o tamanho da nanoparticula e para o grau de oxidacéo de suas
superficies, e consequentemente tém influéncia direta em suas propriedades
espectroscopicas.”® Alguns dos exemplos de métodos fisicos sdo passivacdo por laser® e
tratamento de plasma.? Entre os exemplos de métodos sintéticos quimicos estdo a sintese
eletroquimica,®® a oxidagdo quimica,?’ a sintese de C-Dots utilizando-se suporte,”® a sintese

por micro-ondas® e a hidrotermal.®

A maioria dessas estratégias de sintese requerem
reagentes de passivacdo superficial, e sem eles os C-Dots resultantes possuem baixos
rendimentos quanticos.?® Das estratégias de obtencdo de C-Dots aqui relatadas, o0 método de
oxidacdo quimica destaca-se por exigir aparelhagem e reagentes quase sempre disponiveis em
laboratdrios quimicos.®* *?A figura 2 ilustra a variedade de fontes e métodos sintéticos a partir

dos quais C-Dots com natureza grafitica podem ser obtidos.



Métodos fisicos
ou quimicos

Fontes nao
convencionais

Figura 2- Fontes ndo convencionais (casca de melancia, estrume de ruminantes e cabelo)
resultando em particulas de natureza grafitica como aquela cuja imagem de MET encontra-se
nesta figura, com tamanhos abaixo de 10 nm, e através de métodos fisicos ou quimicos.

2.1.2. Propriedades Espectroscopicas

O crescente interesse nos C-Dots se da devido as propriedades espectroscopicas
intrinsecas a eles. Essas nanoparticulas sdo altamente fotoestaveis, o que permite aplicacdes
com longos prazos de observacdo, ao contrario de corantes organicos, por exemplo.*® Uma
caracteristica notavel do comportamento dos C-Dots € que sua emissdo € dependente da
excitacdo, e 0 comprimento de onda do pico de emissdo pode ser ajustado em toda a janela
visivel, de 400 a 750 nm, com o0 aumento progressivo do comprimento de onda de excitacdo
ou com a separacdo das nanoparticulas de acordo com seus tamanhos, como ilustrado na
figura 3.2 Além da fluorescéncia downconversion (DC), os C-Dots também apresentam
fluorescéncias de dois fotons e de multifétons.* O resultado disso é a notavel capacidade dos
C-Dots, quando excitados por radiaces da regido do infravermelho préximo (NIR), de
emitirem luz em comprimentos de onda menores do que os do NIR, que pode ser chamada de
upconversion (UC).2® A importancia disso é que, quando se trata de meios bioldgicos, é
essencial que as radiacgOes utilizadas ndo sejam detentoras de altas energias, porque estas sao

nocivas aos tecidos bioldgicos.**
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Figura 3- (a) espectros de emissdo de C-Dots com maximos de intensidade dependentes do
comprimento de onda de excitacdo. Imagens de C-Dots de diferentes tamanhos sob excitacéo
de 365 nm no fundo. (b) C-Dots sob diferentes comprimentos de onda de excitacao.

2.1.3. Mecanismos de Emissao DC

As origens das propriedades espectroscopicas dos C-Dots sdo assunto de muitas
controvérsias e varios mecanismos tém sido especulados para serem 0s responsaveis pela
luminescéncia desses materiais. Em algumas publicacgdes, os autores atribuem as propriedades
fotofisicas de seus C-Dots ao confinamento quantico resultado dos tamanhos nanoméricos das
particulas, exclusivamente.®® Outra teoria é que as superficies dos nanomateriais, produzidos
por certas rotas sintéticas, apresentam armadilhas de energia que se tornam emissivas apos a
passivacdo superficial e que podem causar um efeito de confinamento quantico.?’ Isso
explicaria porque a passivagao é tdo importante para o rendimento quantico em alguns casos
e, também, porque quanto maior a area superficial, maior a luminescéncia apresentada pela

particula.?’

Existem ainda autores que acreditam em combinagBes de mecanismos. Baker e
colaboradores® postularam que C-dots apresentam gaps de energia dependentes de seus
tamanhos, sendo as bandas de emissdo mais intensas atribuidas a recombinacdo direta de
pares elétron-buraco, enquanto as bandas menos intensas sdo devido a recombinacdo de
armadilhas de energia superficiais assistida por fonon. A figura 4 ilustra este postulado e
exemplifica os processos de passivacao superficial.
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Figura 4- (a) passivacdo da superficie dos C-Dots (referéncia 27) (b) mecanismos de emissdo
dos C-Dots (referéncia 6).

Por outro lado, alguns autores sugerem a divisdo dos mecanismos de emissao entre 0s
de estado intrinseco (efeitos do confinamento quantico e sitios zig-zag) e de defeitos de estado
(armadilhas de energia superficiais e efeito dos defeitos).>* Sob esta perspectiva, o fendmeno
de recombinacéo de pares elétron-buraco localizados seria capaz de induzir os mecanismos de
estado intrinseco.*® Esses dois grupos de mecanismos seriam o0s responsaveis pela emisséo
dos C-Dots, de forma que um se sobressairia em relacdo ao outro dependendo das
caracteristicas dos nanomateriais, como grau de oxidacdo superficial e tamanho médio, por

exemplo.* A figura 5 ilustra esses mecanismos.
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Figura 5- Alguns dos mecanismos responsaveis pelas emissdes dos C-Dots, de acordo com
classificacdo adotada por alguns autores.



2.1.4. Mecanismos de Emissao UC

A procedéncia das propriedades de UC dos C-Dots também sdo alvo de debates
intensos no meio académico. Em diversas publicacdes reportando o comportamento de UC
das nanoparticulas, afirma-se que estas sdo resultadas de um processo ativo multifétons.>*"3#
Em contrapartida, Shen e colaboradores® especulam que as emissdes UC de seus C-Dots
podem ser consideradas do tipo anti-Stokes. Dessa forma, o elétron partiria do orbital  para o
orbital desocupado de menor energia, ap6s uma excitacdo de baixa frequéncia. Em seguida,

ocorreria 0o decaimento radiativo, nao para o orbital m, mas para o o, que possui energia

menor.

Além disso, trés mecanismos principais foram propostos para esses materiais. Sdo
eles: processos de estados superficiais termicamente assistidos, absor¢do de dois fotons e
recombinacdo Auger.® Um método consolidado para o estudo de processos de UC é a
avaliacdo da relacdo entre a intensidade da emissao (lem) € a intensidade de excitacdo (lex) do
material. Sabe-se que Iy, € proporcional a (lex)", onde n é o nimero de fétons envolvidos no
processo dominante de UC.* Sob esta oOptica, 0s mecanismos: processos de estados
superficiais termicamente assistidos, absor¢do de dois fotons e recombinacéo Auger teriam 0s

valores de n iguais a 1, 2 e 3, respectivamente.*

Entretanto, em 2014, Wen e colaboradores® chegaram & conclusdo de que as
propriedades de UC dos C-Dots reportadas na literatura até entdo, que eram constatadas
através de medidas com espectrofluorimetros tipicos, eram apenas a emissdo DC dos
materiais provocadas pelas radiacbes de segunda ordem de difracdo, produzidas no
monocromador, que também passam pela fenda de excitacdo dos fluorimetros quando as
medidas sdo realizadas sem filtros adequados. O valor de n encontrado nos experimentos de
Wen e colaboradores** é de aproximadamente 1, e a possibilidade de os fenémenos de UC
serem provocados por processos de estados superficiais termicamente assistidos ndo €

considerada por esse grupo.

Desde entdo, trabalhos foram publicados, ndo exclusivamente baseados em medidas
tomadas em espectrofluorimetros, comprovando a existéncia de UC nos C-Dots. Um bom
exemplo é o estudo de autoria de Zhang e colaboradores* que comprova a presenca do
fendmeno de UC em seus C-Dots em cujo mecanismo esta envolvida a absorcao de 2 fétons

(n =2). A figura 6 ilustra os mecanismos de UC propostos pelos grupos de Shen e Zhang.
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Figura 6- Mecanismos de UC: (a) emissdes anti-Stokes (referéncia 39); (b) por absorcéo de
dois fotons (referéncia 42).

2.1.5. Aplicacoes

As caracteristicas dos C-Dots relatadas até aqui conferem a eles potencial para o
desenvolvimento das mais diversas tecnologias.® Ademais, os C-Dots mostram-se capazes de
atuarem tanto como aceptores quanto como doadores de elétrons, ao terem suas emissGes
extintas em solugBes contendo moléculas com excesso ou deficiéncia de elétrons.?® Isso os
torna interessantes para fins como a utilizagdo em dispositivos fotovoltaicos,*® para aplicacdes
relacionadas a conversdo de energia luminosa, e até mesmo para investigacdo de
mecanismos.** A utilizacdo das nanoparticulas como nanosondas para a deteccdo de fons,

também, ja foi reportada.*>*

Além disso, os C-Dots tém sido largamente utilizados para uma grande variedade de
aplicagBes biomédicas, incluindo imageamento por DC de células em vitro e em vivo,*
terapia fotodinamica®® e imageamento por fluorescéncia multiféton de células e tecidos.*
Pesquisas recentes revelaram que a similaridade de tamanho entre os C-Dots (~ 5 nm) e as
proteinas fluorescentes (FPS, ~ 4 nm), permite que os C-Dots sejam utilizados como sondas
fluorescentes.”® Os C-Dots também possuem grande potencial para o carreamento de
farmacos,”® como Dai e colaboradores demonstraram ao fazer o carreamento de drogas

insolUveis utilizadas no tratamento contra o cancer através de um compdsito com 0s



nanomateriais.”* A eficiéncia dos C-Dots para as aplicagdes em meio biolégico se da devido a
sua ndo toxicidade e inércia quimica em condicBes fisioldgicas.®® A presenca de grupos
superficiais contendo oxigénio também colabora para a alargar o rol de aplicabilidade das
nanoparticulas, ja que possibilita a interacdo dos C-Dots com moléculas organicas e

inorganicas.”® A figura 7 apresenta algumas das aplicac8es supracitadas dos C-Dots.

ACS nano

2014, 8, 4522 Sondas

fluorescentes

Carreamento
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J. Am. Chem. Soc.
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Pre 2 h 4

J. Am. Chem. Soc.
2007, 129, 11318-11319

Figura 7- llustracBes e experimentos de algumas das aplicagdes em meio biolégico dos C-
Dots: (a) sondas fluorescentes, referéncia 49; (b) carreamento de farmacos usados no
tratamento contra o cancer, referéncia 51; (c) imagens de fluorescéncia in vivo NIR em tempo
real ap6s a injecdo intravenosa de C-Dots em ratinhos nus, em diferentes pontos temporais,
referéncia 48; (d) imagem de luminescéncia de dois fétons (Ae= 800 nm) de células humanas
de cancer de mama MCF-7, referéncia 24.

Os C-Dots sdo alternativas altamente promissoras a materiais cujas aplicacdes
bioldgicas ja estdo difundidas no maio académico. Quando comparados aos nanotubos de
carbono, por exemplo, os C-Dots apresentam alta solubilidade em agua, sem tratamentos
adicionais, auséncia de metais contaminantes, devido a ndo necessidade de catalizadores em
seu processo de sintese, maior area superficial e ainda dispensam o uso de surfactantes para a
dispersdo, que podem ser fonte de toxicidade.>® J&4 quando comparados aos quantum dots
semicondutores tradicionais, os C-Dots se sobressaem ainda mais. Os quantum dots
semicondutores apresentam elementos toxicos, como cadmio, chumbo e mercurio em sua

composicao, o que é um grande obstaculo as suas aplicacdes em vivo.>*
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2.2. Bagaco de Malte

A cerveja é a terceira bebida mais consumida no mundo.*® No Brasil, seu consumo per capita
anual era cerca de 57 L em 2008, sendo 0 nosso pais o terceiro maior produtor mundial de

cerveja, com uma producdo anual de 12,6 milhdes de litros.*®

O processo de producdo de cerveja gera trés residuos principais: o bagaco de malte, o
trub quente (precipitado advindo da coagulacdo e insolubilizacdo de proteinas no mosto,

durante a etapa de fervura) e a levedura cervejeira residual.”’

A figura 8 ilustra a geracédo
desses refugos no processo de producdo de cerveja. Desses materiais, 0 bagaco de malte é o
que gera 0 maior volume, sdo de 14 a 20 kg para cada 100 L de cerveja produzida,®
representando cerca de 85% do montante de residuos gerados pela industria cervejeira. Esse
subproduto é formado pela parte sélida obtida na etapa de filtragdo do mosto, antes da

fervura.’’

Trub quente
0,2 - 0,4 kg/hLL

/2

evedura residual
1,5 - 3 kg/hLL

Bagaco de Malte
14 - 20 kg/hLL

malte .
moido \

o 1o {ﬂn. ; NJ[H}""*[‘

brassagem

clarificacdo

tratamento de dgua

ﬂa o || - .
3 JlJllL{ , Jlllll 11T 111 g

i f
tanque *
de levedura f \

fermentacio «—Pg-—  resfriamento

| S—— |
fervura
| A i] W h Terra
| diatomacea
| envase filtragiio 0,1 -0,2 kg/hLL

Figura 8- Fluxograma de uma industria cervejeira e a geracao de residuos. Figura adaptada da
referéncia 57.

O bagaco de malte é constituido de material fibroso — celulose (15,5 a 25%),
hemiceluloses (28 a 30%) e lignina (28%) —, de proteinas (15 a 26.2%) e de lipidios,

vitaminas, aminoécidos e compostos fenélicos.”” A proporcdo entre estes constituintes
11



depende da espécie da cevada, dos processos de malteamento, moagem e clareamento, e

também da presenca ou n&o de adjuntos, como outros cereais ou fontes de accares.*

A destinacdo do bagaco de malte é de extrema importancia para a sustentabilidade do
processo de producdo de cerveja. Isto porque a alta umidade desse material favorece a
proliferacdo microbiana e pode causar desequilibrios ambientais em caso de descarte
inadequado. Ademais, 0 alto teor de matéria organica no bagago tem como consequéncia uma

alta Demanda Bioquimica de Oxigénio, o que dificulta sua decomposic&o.>’

O principal destino dado ao bagaco de malte € a alimentacdo de animais,
especialmente na bovinocultura. Entretanto, a prética de alimentar os ruminantes com esse
residuo solido sem o0 manejo e o armazenamento pertinentes pode causar doencgas no rebanho
como intoxicacdo por Aspergillus clavatus, acidose ruminal e botulismo.®® Além disso a

utilizacdo do bagaco nas producBes de energia e carvdo vegetal >

e de espumas
biodegradaveis®™ ja foram reportadas na literatura. O baixo ou nulo custo do bagaco de malte®

é uma grande vantagem de sua utilizacdo como matéria-prima para a producao de tecnologias.
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3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes

Os reagentes acido nitrico e hidroxido de sodio foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich e
utilizados sem purificacdo prévia. O bagaco de malte foi obtido apds producdo de cerveja
executada para o trabalho final da disciplina Fundamentos de Producdo de Cerveja, ministrada

pela professora Grace Ferreira Ghesti.

3.2. Sintese dos C-Dots

Duas rotas experimentais foram utilizadas com o objetivo de produzir C-Dots com diferentes
graus de oxidacdo. Esses nanomateriais foram designados como 1 e 2, referindo-se ao mais
oxidado e ao menos oxidado, respectivamente. Os procedimentos experimentais estdo

resumidos no esquema 1.

Os C-Dots 1 foram sintetizados pelo método de oxidagdo quimica.” 5 g de bagaco de
malte foram lavados com &gua destilada em um erlenmeyer (de forma que restassem apenas
as cascas de graos) e calcinados a 300 °C por 3 h, em mufla. O p6 resultante foi submetido a
refluxo com solugdo aquosa de acido nitrico (5 M, 100 mL), por 24 h. Quando a suspensao foi
resfriada, a temperatura ambiente, o pH foi elevado para 5-7 com NaOH. Em seguida, a
solucdo foi filtrada com papel filtro, para remover as particulas maiores, e sonicada por 90
min. A solucdo resultante foi filtrada através de uma membrana de 0,22 um. A &gua foi entdo

evaporada em um béquer aberto, dando origem a 1.

De forma similar, os C-Dots 2 foram preparados a partir de 5 g de bagagco de malte,
gue foram lavados com agua destilada e calcinados a 300 °C por 3 h. O p6 obtido foi
dissolvido em agua destilada, e a solucdo teve seu pH controlado para 5-7 com NaOH. Em
seguida, uma filtracdo com papel filtro foi realizada e a solucéo foi sonicada por 90 min. O
proximo passo foi a filtracdo por uma membrana de 0,22 um. A agua foi entdo evaporada em

um béquer aberto, originando os C-Dots 2.
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1- 300 °C/ 1- 300 °C/

p 3 horas 3 horas
h‘
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1 2

Esquema 1- Resumo dos procedimentos sintéticos utilizados para a obtencéo dos C-Dots 1 e
2.

3.3. Experimentos de Imageamento Celular

Os experimentos de imageamento celular foram realizados em cooperacdo com o grupo do
Prof. Dr. José Raimundo Correa, do Departamento de Biologia Celular, do Instituto de

Biologia, Universidade de Brasilia, com especial colaboracdo de Lorena Pereira de Andrade.

Os ensaios em células vivas foram realizados da seguinte maneira: células MCF-7 (de
cancer de mama) foram plaqueadas em lamelas de vidro redondas de 13 mm, na parte inferior
de uma placa de 24 pocos e deixadas para aderir a 37 °C, numa atmosfera de 5% de CO,,
durante 30 min. Entdo, a placa foi lavada com meio isento de soro, a fim de remover as
células ndo aderidas. As células MCF-7 foram cultivadas em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), a 37 °C, em
atmosfera de 5% de CO,.

Para os experimentos com células fixadas, o procedimento descrito acima foi
realizado, acrescido das seguintes etapas: quando a confluéncia foi atingida (momento em que
as células recobrem toda a superficie da placa, formando uma monocamada), a cultura foi
lavada trés vezes com solucéo tampéo fosfato salino (PBS), pH 7,4, e fixada por 15 min em
solucéo de formaldeido (3,7%) em PBS a temperatura ambiente. As células foram lavadas trés

vezes com PBS.

As células vivas e fixadas foram, entéo, incubadas com os C-Dots 1 (solu¢des aquosas
de 2,5 mg.mL™) por 30 min, & temperatura ambiente. Elas também foram incubadas em PBS,
sob as mesmas condigdes, para a obtencdo do controle negativo. Ap6s o periodo de

incubacdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com 4',6-diamidino-2-
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fenilindol (DAPI; Invitrogen, Oregon, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
ProLong Gold Antifade (Invitrogen, Oregon, USA) foi utilizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante para montar as lamelas. Todos os ensaios foram realizados em

trés séries independentes.

3.4. Métodos de caracterizacao

Os seguintes métodos e equipamentos foram utilizados para a caracterizagdo dos materiais
desenvolvidos neste trabalho:

e Espectroscopia de fluorescéncia- Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos de
solucdes aquosas dos materiais (2 mg.mL™), em cubeta de quartzo com caminho
Optico de 1 cm, usando-se um espectrdbmetro Lumina Fluorescence (Thermo
Scientific), com um sistema de peltier para variar a temperatura, quando necessario.
Solucbes aquosas de acido cloridrico e hidréxido de sodio foram utilizadas nos
experimentos de variacdo de pH;

e Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)- Os espectros de 1V foram registrados
de pastilhas de KBr, na regido espectral de 4000-400 cm™, utilizando-se um
espectrometro Jasco FT/IR-4100;

e Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)- Os espectros de UV-Vis
foram registrados de solucdes aquosas de 0,4 mg.mL™ dos nanomateriais, em cubeta
de quartzo com caminho Optico de 1 c¢cm, usando-se um espectrofotdbmetro Agilent
Technologies Cary 8454;

e Espectroscopia raman- Os espectros de raman foram adquiridos em cooperacdo com 0
grupo do Prof. Dr. Jorlandio Francisco Felix, do Nucleo de Fisica Aplicada, do
Instituto de Fisica, Universidade de Brasilia. O equipamento utilizado foi um
Renishaw InVia micro-Raman System, equipado com um laser de argdnio com linha
em 514,5 nm e feixe de aproximadamente 1 um. A poténcia do laser de excitacdo era
de aproximadamente 0,05 mW na superficie das amostras, que foram medidas em
estado solido;

e Microscopia confocal a laser- As culturas de células foram analisadas em um
microscopio confocal Leica TCS SP5 (Mannheim, Alemanha), em parceria com 0
grupo do Prof. Dr. José Raimundo Correa, do Departamento de Biologia Celular, do

Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia;
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Microscopia eletronica de transicdo de alta resolucdo (MET)- as imagens de MET
foram obtidas em um microscopio eletrénico JEOL JEM 2010, operando a uma
voltagem de aceleracdo de 200 kV. As solucGes aquosas dos materiais a serem
analisados foram depositadas em uma tela de cobre revestida com carbono de 400
malhas (Ted Pella Inc- USA) e secas ao ar;

Potencial zeta- Os potenciais zeta foram medidos em um Zetasizer Nano-ZS90, de
solucdes aquosas (2 pg.mL™) em pH 5 das amostras. As medidas foram realizadas em

triplicata.
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4. Resultados e discussao

4.1. Comparacdo entre C-Dots produzidos através de diferentes rotas sintéticas

Bagaco de malte €, assumidamente, uma fonte abundante de carbono considerando-se que é
gerado na etapa de filtracdo do mosto na fabricacdo de cerveja, dando origem a um residuo
que é constituido principalmente por proteinas insoldveis, celulose e lignina.®* Tendo em vista
a geracdo anual de grandes quantidades desse subproduto (para cada 100 L de cerveja
produzida, até 20 kg de bagaco de malte sdo gerados®), decidimos explora-lo como fonte de
carbono para sintetizar C-Dots, através de duas rotas sintéticas cujos materiais resultantes

foram chamados de 1 e 2.

O grau de oxidagdo da superficie dos C-Dots € reconhecidamente influenciado pela
rota sintética.®® O processo de oxidacao proporciona a formacao de dominios sp® na superficie
do C-Dots, resultando na inser¢do de diferentes grupos funcionais na superficie, tais como
grupos carboxilicos e hidroxilicos.®® A presenca desses grupos funcionais oxigenados
desempenha um papel importante sobre as propriedades hidrofilicas dos derivados de C-Dots
e também permite o desenvolvimento de biosondas mais especificas através de modificacGes
quimicas simples.'” O que se esperava das rotas sintéticas utilizadas para a producdo dos C-
Dots é que a etapa de oxidacdo com 4&cido nitrico da sintese de 1 tenha decorado suas
superficies com uma quantidade de grupos oxigenados maior do que o numero de grupos
existentes na superficie de 2, como ilustrado na figura 9. Os valores de potencial zeta,
adquiridos em meio aquoso, pH 5, foram de -13,3 mV e -8,89 mV para 1 e 2,
respectivamente, que sdo comparaveis a valores relatados anteriormente.®*®® O aumento do
potencial zeta observado para 2 sustenta a hipotese de que a superficie de 1 é mais oxidada,

com mais grupos COO".%°
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Figura 9- llustracdes dos C-Dots 1 e 2.

As imagens de MET adquiridas de 1 e 2 (figura 10) mostram particulas bem dispersas
com morfologias esféricas. 1 e 2 apresentam faixas de distribuicdo de tamanho estreitas,
variando de 2.5 a 5.9 nm e de 2,5 a 5,3 nm, com tamanhos médios de 4,08 e 3,72 nm,
respectivamente. Nas figuras 10 (d) e 10 (e), sdo apresentadas imagens representativas de
particulas individuais, indicando a elevada cristalinidade dos materiais, com parametros de
rede de 3,13 e 3,15 A, o que corresponde ao plano de difracdo do grafite [002].%" Estes
resultados mostram que ambas as vias sintéticas resultaram em nanoparticulas uniformes com
distribuicdes de tamanho semelhantes.
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Figura 10- (a) e (b): imagens de MET dos C-Dots 1 e 2. (c) e (f): zoom das regides marcadas
das figuras (a) e (b), respectivamente, enfatizando os parametros de rede de particulas
representativas. (d) e (e): histogramas de distribuicdo de tamanho de 1 e 2.

A técnica de absorcdo molecular na regido do infravermelho é extremamente Util para
a identificacdo de grupos funcionais em moléculas dotadas de momento dipolar diferente de
zero, como € o caso dos C-Dots. A radiacdo infravermelha provoca uma mudanga liquida no
momento dipolar da molécula, causando seu movimento de vibragdo ou rotagdo. A frequéncia
da radiacdo absorvida é quantizada e depende da massa dos atomos envolvidos na ligacéo e da
forca dessas ligaces.®® Os espectros de IV (figura 11) dos C-Dots 1 e 2 apresentam bandas de
absorcéo intensas centradas em 3450 cm™, que sdo atribuidas ao estiramento das ligacdes O—
H. J4 as bandas centradas em 1630 cm™ foram atribuidas a vibrac8es assimétricas dos grupos
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C=0. Essas bandas confirmam a presencga de grupos carboxilicos nas superficies de 1 e 2.
Além disso, ambos os espectros apresentam bandas centradas em 2870, 2760 e 1380 cm™,
atribuidas aos estiramentos assimétricos e simétricos da ligacdo C—H e a deformacdo C—H,
respectivamente. Esses picos sugerem que existem grupos metila ligados a superficie das
nanoparticulas.®
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Figura 11- Espectros de IV dos materiais. As curvas em preto e vermelho referem-se as
amostras 1 e 2, respectivamente.

A espectroscopia Raman é um instrumento eficaz quando se trata do estudo da
cristalinidade de materiais.”® O espalhamento Raman dos C-Dots 1 em temperatura ambiente
estd disponivel na figura 12. Os C-Dots 2 exibiram um perfil idéntico. Os picos por volta de
724 e 1068 cm™ correspondem aos modos de vibragdo A4 e Eg4 do nitrato de sddio cristalino,
respectivamente.”* Os outros dois picos (1380 e 1577 cm™) sdo geralmente observados para
materiais & base de grafite. A banda D (1380 cm™) indica a presenca de defeitos sp®, ja o pico
em torno de 1577 cm™ (banda G) é atribuido & presenca de carbonos sp>.’> A razéo entre as
intensidades relativas das bandas D e G (Ip / Ig) fornece o grau de desordem do material, e é
uma ferramenta importante para a comparagdo entre as ordens estruturais de diferentes
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sistemas grafiticos.”"* O valor da razéo (Ip / I) para os C-Dots sintetizados neste trabalho foi
de cerca de 0,95. A predominancia de carbonos sp® apresentada por nossos nanomateriais é
uma caracteristica marcante da formacéo de C-Dots.”® Os resultados dos experimentos de
Raman mostraram-se de acordo com os relatados para C-Dots sintetizados a partir de outras

fontes de carbono nio convencionais.*> >

140

1068 cm’’

120 - 1
Banda D: 1380 cm

1

(o)
(=
1

1

Banda G:1577 ¢cm’

o]
S
|

D
(=]
1

Intensidade (u.a.)

N
o
1

724 cm’’

T I L} I T I |: I J L} I
500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 12- Espectro de Raman dos C-Dots 1. C-Dots 2 apresentaram perfil idéntico.

As propriedades 6pticas dos C-Dots 1 e 2 foram estudadas por espectroscopia na
regido do UV-Vis e espectroscopia de fotoluminescéncia. Os espectros de absor¢do no UV-
Vis, exibidos na Figura 13, mostram uma banda intensa em 228 nm, que pode ser
correlacionada com as transi¢des n-n*. Além disso, ombros de absor¢ao de baixa intensidade
foram observados por volta de 305 nm, e foram atribuidos as transi¢des n-n* dos grupos
funcionais da superficie dos C-Dots. A diferenca no grau de oxidacdo de C-Dots nédo altera o
seus perfis de absorcdo, assim, as energias associadas com a formagdo dos éxcitons (pares
ligados elétron-buraco) em 1 e 2 sdo muito semelhantes. Os espectros de emissdo de 1 e 2,
medidos a temperatura ambiente, sob excitacdo de 300 nm, também sdo mostrados na Figura
13 e exibem bandas largas centradas em 460 e 440 nm, respectivamente. A origem das
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propriedades oOpticas dos C-Dots ainda ndo é bem compreendida, como discutido
anteriormente. Segundo Zhu e colaboradores,* os grupos carboxilicos superficiais facilitam a
recombinacdo ndo-radiativa de pares localizados elétron-buraco, o que desfavorece o0s
mecanismos de emissdo de estado intrinseco. Por esse motivo, 0 maior grau de oxidacdo da
nanoparticula se traduziria em um deslocamento batocrémico da emisséo, como foi observado
experimentalmente. Por outro lado, Bao e colaboradores®® especulam que os mecanismos de
emissdo de defeitos de estado desempenham papel mais importante para a emissdo dos C-
Dots do que os efeitos de tamanho da particula (mecanismo de emisséo de estado intrinseco).
Dessa forma, um maior grau de oxidacdo aumentaria a quantidade de defeitos superficiais,
que poderiam aprisionar mais éxcitons. Um deslocamento batocrdmico da emissdo, como o
experimentado por 1 comparado a 2, seria, também, observado por causa da recombinagédo

dos éxcitons aprisionados.
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Figura 13- Espectros de absor¢do no UV-Vis e de emissdo dos C-Dots. As linhas em
vermelho e preto referem-se a 1 e 2, respectivamente. Os espectros de emissdo foram
adquiridos a temperatura ambiente, sob excitacdo de 300 nm. As setas preta e vermelha
indicam as transi¢des n-n* e m-m*. A figura anexa mostra 1 sob luz ultravioleta (Aex = 366
nm).

Os gaps de energia para os dois materiais foram obtidos através do método de Tauc.”
Essa metodologia utiliza-se da equacéo 1 para estimar a diferenca de energia entre os orbitais
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desocupado de menor energia e ocupado de maior energia, a partir de espectros de absor¢édo
na regido do UV-Vis. Na referida equagéo, a, Ee, Egq, A € m séo, respectivamente, o
coeficiente de absor¢do do material, as energias da radiagdo incidente usada na analise de UV-
Vis e do gap de energia, uma constante de proporcionalidade e um ndmero inteiro dependente
do tipo de transicdo eletronica experimentada pelo material.”® No caso dos C-Dots, o valor de
m utilizado foi %2, supondo-se que a transicdo sofrida pelos nanomateriais € direta e permitida.
A figura 14 contém os graficos gerados, que levaram a conclusdo de que os gaps de energia
de 1 e 2, obtidos pelo método de Tauc, s@o de 5,20 e 5,23 eV, respectivamente. Esses valores
estdo de acordo com o gap de energia de materiais semelhantes, anteriormente reportados.”” A
discreta diminuicdo no gap de energia de 1, quando comparado a 2, é consequéncia de sua
maior oxidagdo superficial. A equivaléncia das faixas de distribuicdo de tamanhos dos dois

tipos de nanoparticulas contribui para a proximidade entre os valores calculados.®

Equacdo 1- Férmula usada no método de Tauc

(@ . Ee)'™ = A (Eex. Ey)

(a) —: (b),

S Gaps de energia: - LUMO

= 1=520eV D | LUMO

m 2=523¢eV S| =

< L 520ev | 5236V
— —
HOMO HOMO

J T Y T Y T e T T T T
3,0 35 4,0 45 5,0 55 6,0 65

Energia (eV)
Figura 14- (a) Curvas obtidas a partir do método de Tauc para 1 e 2. As linhas em vermelho e

preto referem-se a 1 e 2, respectivamente. (b) llustracdo dos gaps de energia dos materiais.

Na Figura 15 apresentam-se os espectros de emissdo dos C-Dots. Os maximos das

emissdes de 1 e 2 mostraram-se dependentes do comprimento de onda de excitagdo. Os
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comportamentos espectrais dos materiais séo ligeiramente diferentes entre si. Os C-Dots do
tipo 1 exibiram um deslocamento para o azul de 20 nm (460-440 nm), quando 0 comprimento
de onda de excitacdo aumentou, gradualmente, de 300 para 340 nm. J& entre 350-450 nm, as
bandas de emissdo foram deslocadas progressivamente para o vermelho por 66 nm (440-506
nm). Por outro lado, o comportamento de emissédo dependente da energia de excitacdo de 2
comeca apenas a partir da excitacdo em 350 nm, quando as bandas de emisséo sofreram um
deslocamento batocromico de cerca de 70 nm. Esses resultados sdo consistentes com a
presenca de diferentes defeitos nas superficies dos C-Dots, como o resultado liquido dos
diferentes graus de oxidacao de 1 e 2.%%% A maior variacdo de comprimento de onda méximo

de emissdo entre os espectros de 1 foi de 10 nm e de 2 foi de 12 nm.
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Figura 15- (a) e (c): espectros de emissao de 1 e 2 adquiridos a temperatura ambiente sob
comprimentos de onda de excitacdo progressivamente maiores (de 300 nm a 450 nm); (b) e
(d): intensidades de emissdo em funcdo do comprimento de onda de excitagdo de 1 e 2.

Os C-Dots 1 e 2 possuem comportamentos espectrais distintos, com aumento gradual
do pH (Figura 16). Para os C-Dots do tipo 2, 0 pH do meio aquoso ndo afeta drasticamente as
intensidades de emissdo, isso ocorre devido a menor dependéncia dos grupos funcionais na
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superficie dos C-Dots em relagdo ao pH. A variagdo maxima é de 28%. Por outro lado, a
intensidade de emissdo de 1 diminui quando os valores de pH aumentam (até 50% de
variacdo). Esse fenbmeno pode ser justificado pela existéncia de maiores quantidades de
grupos carboxilicos nas superficies das nanoparticulas. Em condicdes acidas, esses grupos
funcionais estdo protonados; com aumento gradual do pH, os niveis de Fermi podem ser

deslocados devido ao processo de desprotonagéo.’® "
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Figura 16- (a) e (b): intensidades de emissdo em funcdo do pH de 1 e 2, sob excitacdo de 300
nm.

O efeito da temperatura sobre as intensidades de emissdo dos C-Dots é mostrado na
Figura 17. Os comportamentos de 1 e 2 sdo proximos entre si. As intensidades de emisséo de
ambos diminuem progressivamente, em consequéncia do acoplamento multiféton a

temperaturas mais elevadas, favorecendo o decaimento néo radiativo."’
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Figura 17- (a) e (b): intensidades de emissdo em funcdo da temperatura das solugbes de 1 e 2,
sob excitacdo de 300 nm.
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Os C-Dots 1 e 2 também exibiram interessantes propriedades de UC quando excitados
na regido do NIR, semelhantes aquelas relatadas para C-Dots produzidos a partir de outras
fontes de carbono.?**%%81 Os espectros de excitacdo de 1 e 2 na regido do NIR foram
adquiridos monitorando suas emissdes em 460 nm (Figura 18) e exibem duas bandas
principais centradas em 810 e 850 nm, que devem ser as bandas responsaveis pela excitacao

dos materiais.
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Figura 18- Espectros de excitacdo de 1 e 2 na regido do NIR, adquiridos a temperatura
ambiente, monitorando suas emissées em 460 nm.

A Figura 19 mostra os espectros de emisséo de UC de 1 e 2, adquiridos a temperatura
ambiente, sob excitacdo na regido do NIR. Os espectros de emissdo UC de 1 e 2 mostram
bandas largas centradas em 470 e 460 nm, sob excitacdo de 750 nm. As propriedades de UC
de C-Dots, como descrito anteriormente, ainda s&o um assunto bastante polémico. Os
espectros de emisséo de UC mostram emissOes dependentes do comprimento de onda de
excitagdo, semelhantemente ao descrito para materiais similares.’® Esses resultados tornam
nossos nhanomateriais de interesse para o desenvolvimento de novos compdsitos

fotocatalisadores, de células solares, e, especialmente, para aplicacdes em meios biolégicos.?®
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Figura 19-(a) e (b): espectros de emissédo de UC de 1 e 2, a temperatura ambiente, pH = 6,
sob excitagdo na regido do NIR.

Por ultimo, o C-Dots mais oxidados 1 foram submetidos a experimentos de
imageamento celular. O motivo da escolha de 1 para os testes foi que os resultados obtidos
poderiam ser mais facilmente comparados com experimentos de bioimageamento reportados
anteriormente na literatura. Além disso, 1 deve possuir maior quantidade de grupos
carboxilato em sua superficie, devido ao maior grau de oxidagdo a ele imposto pela rota
sintética, 0 que aumenta sua solubilidade em &gua, quando comparado a 2. A figura 20 exibe
as imagens de células de cancer de mama (MCF-7).
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Figura 20- Experimentos de bioimageamento usando os C-dots 1 em células MCF-7 (Aex=
405 nm). (a) e (b) mostram os padrdes de coloragdo (verde) para células fixadas e vivas,
respectivamente. (c) e (d) exibem a sobreposicdo entre 1 e a coloracdo do DNA com DAPI.
C-Dots 1 e DAPI sdo responsaveis pelas emissdes verde (Aem= 495 nm) e azul,
respectivamente. Barras de referéncia: 10 um para (a) e (c) e 25 um para (b) e (d).

Um padrdo de coloracdo tipico de biosondas ndo seletivas foi observado nos
citoplasmas celulares de ambas as amostras (células fixadas e vivas). Observou-se também
uma caracteristica muito interessante quando os nucleos das células foram analisados. O sinal
de fluorescéncia é fortemente associado a regido do nucléolo nas amostras de células vivas.
Isto porque os C-Dots 1 provaram ser capazes de corar 0s nucléolos, como é mostrado nas
figuras 20 (b) e (d). Nucléolos sdo regies dos nucleos de alta atividade, e que contém varios
complexos enzimaticos que desempenham papéis fundamentais na homeostase celular.? A
consequéncia disso é a diferente composi¢do quimica dessa regido, o que permitiu o maior
acumulo dos C-Dots. As amostras de células vivas e fixadas também mostraram uma ligeira
coloracédo associada a regido do citoplasma, proxima aos nucleos. Entretanto, a coloracdo dos
nucléolos é bem mais intensa, e ndo se confunde com a fluorescéncia do citoplasma. A
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importancia destes resultados é que existem poucas substancias capazes de marcar o nucléolo
das células. A maioria delas é constituida de corantes organicos de alto custo e que exigem
condices especificas de armazenamento,® ao contrario de nossos nanomateriais. Kang e
colaboradores reportaram um comportamento semelhante, também para materiais

carbonéceos, em experimentos de bioimageamento com células HelLa.®*

O estudo relatado nesta dissertacdo foi publicado por nosso grupo recentemente.®® O

texto do artigo em questdo encontra-se em anexos.
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5. Conclusdes

C-Dots foram produzidos, com éxito, a partir de bagaco de malte através de duas rotas
sintéticas distintas. As nanoparticulas resultantes apresentaram boa solubilidade aquosa e
propriedades épticas de alto interesse para as mais diversas destinagdes. As sinteses aqui
reportadas transformam matéria-prima de baixo valor agregado em materiais de alta
tecnologia e sdo uma possibilidade para a melhoria da sustentabilidade do processo de

producdo de cerveja.

Os nanomateriais mostraram-se estruturalmente semelhantes entre si, como
demonstraram o0s experimentos de MET, IV e espectroscopia Raman. Todavia, suas
propriedades espectroscopicas manifestaram diferencas condizentes com seus distintos graus

de oxidacdo superficial impostos pelas rotas de sintese.

Os C-Dots 1 foram escolhidos para serem testados em experimentos de
bioimageamento em células MCF-7. O resultado foi uma maior acumulacdo das particulas na
regido do nucléolo celular. Esse comportamento demonstra a potencialidade de 1 para
utilizacdo em experiéncias envolvendo imageamento celular e fornece uma nova ferramenta
para estudos nucleares. Vale ressaltar que existem poucas moléculas disponiveis

comercialmente capazes de corar o nucléolo celular seletivamente.

Ademais, a fotoluminescéncia UC apresentada pelos C-Dots confere-lhes potencial
tanto para uso no desenvolvimento de novos compdsitos fotocatalisadores e células solares,
quanto para aplicacdes em meio biolégico como aquelas envolvendo imageamento celular por

microscopia de fluorescéncia, por exemplo.
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6. Perspectivas

Os resultados reportados nesta dissertacdo demonstram o potencial dos C-Dots produzidos a
partir de bagaco de malte para as mais diversas aplicacdes, inclusive para o carreamento de
farmacos.

Por outro lado, a leishmaniose é uma das doencas que afligem paises de climas
tropicais e subtropicais e ja foi classificada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
uma das mais negligenciadas do mundo.® No Brasil, os casos de leishmaniose estdo
distribuidos por quatro das cinco regides geograficas,®’ e, sem dividas, é um problema de

salde publica.

Os farmacos mais amplamente utilizados contra a leishmaniose sdo os antimoniais,
que tém como limitacdo a alta toxicidade ao ser humano. Além desses, formulagdes de
Anfotericina B (AnB) sdo usadas especialmente em casos de Leishmania resistente aos
antimoniais e em pacientes com sistema imunoldgico comprometido,®® apesar de essas

formulacdes apresentarem altos preco e toxicidade.®

Sem dlvidas, o tratamento da leishmaniose carece de solucBes que atendam as
necessidades das regides mais pobres do mundo, onde essa doenga é um problema. A alta
toxicidade dos remédios com valores acessiveis aumenta os indices de desisténcia do
tratamento e mortalidade da doenca. Outro fator que compromete as taxas de cura das
infeccbes causadas pela Leishmania é a dificuldade na diagnose da doenca que leva a sua
deteccdo tardia.*

Os recém-descobertos C-Dots vém sendo usados, com sucesso, no carreamento de
farmacos.”® Esses nanomateriais sd0 inertes quimicamente e ndo toxicos em condicdes
fisioldgicas.> Nossa proposta é avaliar, futuramente, a eficacia e a toxicidade de formulacoes
que utilizem C-Dots no carreamento de antimoniais € AnB. Ambicionamos, também,

investigar a possibilidade de utilizagdo dessas formulagdes na diagnose da doenca.
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Simple synthetic procedures have been applied to obtain luminescent carbon quantum dots,
also referred as C-dots, from an abundant carbon source, that is, from the brewing industry waste.
The synthetic procedures have been conducted aiming to investigate the effects of the oxidation
stage on the properties of the nanomaterial. C-dots down- and up-conversion properties, as well
as their potential for cellular imaging experiments in live (and adhered) cells, are disclosed herein.

Keywords: C-dots, luminescence, up-conversion, live cell-imaging

Introduction

The development of new photoluminescent
nanomaterials has attracted much attention over the
last decades because of their advantageous properties
in comparison to those presented by conventional bulk
materials. These nanomaterials have a tremendous impact
over a wide range of strategic fields, such as diagnostic,
therapeutic, electronic, photonic and energy.! Among
well-established fluorescent nanomaterials, the class of
the so-called quantum dots (QDs), based on heavy metal
elements, may be considered as one of the most iconic and
prominent materials.> Heavy metal QDs exhibit attractive
properties, such as tunable emission, photostability and
intense bright luminescence, which enable them to be
widely explored in both medicine and biology. The presence
of toxic elements, such as cadmium, lead or mercury in
their compositions has been considered, however, as a
huge drawback for furthering their applications as a topic
of major concerns.

Carbon quantum dots (known as C-dots) are a new
class of fluorescent nanoparticles, which have emerged as
a promising alternative to overcome major negative aspects

*e-mail: carime.v.rodrigues @ gmail.com

associated with heavy QDs. C-dots have received a special
attention, not only because of their optical properties, but
also for both their small size and non-toxicity. These features
also open a wealth of possibilities toward the development
of new optical probes for biological applications.**

C-dots spectroscopic properties are the subject of many
controversies and some mechanisms have been speculated
to be responsible for the luminescence of these materials.
The presence of energy traps on their surface, which may
cause a quantum confinement effect; the energy states
associated to edge defects; or even exciton transitions are
some possibilities hotly debated.’

C-dots can be produced from a variety of synthetic
procedures and from a large range of cheap and readily
available carbon sources, such as glucose, watermelon
rinds,” hair® and even cow manure.” Wort bagasse is a
byproduct from brewing process and is a component of the
solid material produced from wort filtration before the next
steps toward beer manufacture.® This byproduct is mainly
constituted of leftover peels and pulp of malt, grain and
also some additives (wheat, rice and corn, for exemple).
Crushed malt is 85% of the total product generated by the
brewing industry and is, thus, the most abundant byproduct
from this process.’ Brazil is the third largest beer producer
in the world, with a production of 12.6 million liters (ML)
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while China (40 ML) and the United States (35 ML) have
a larger production.®

Knowing that brewing residues are admittedly an
abundant carbon source, this work aims to explore these
materials to synthesize C-dots. We also describe the
nanomaterial characterization, down- and up-conversion
photoluminescent properties of C-dots obtained through
two different methodologies, which are expected to
afford C-dots with distinct oxidation degrees. The impact
of pH and temperature over the optical properties were
also analyzed. The new synthesized C-dots also had their
potential for bioimaging experiments using breast cancer
cell (MCF-7) lineages tested. Herein, the newly synthesized
nanomaterials are designated as 1 and 2, referring to the
more oxidized and less oxidized C-dots, respectively.

Experimental

C-dots 1 were obtained similarly to a previously
reported methodology,” that is, by chemical oxidation
followed by extraction. C-dots 2 were synthesized using a
similar methodology, but excluding the oxidation treatment
(Scheme 1; a detailed procedure can be found in the
Supplementary Information file).

1-300°C/ 1-300°C/

3.0 hours ¢ 3.0 hours
< Rl >
¥ 2-Oxidation 2- Extraction
) 3- Extraction Beer
1 residue 2

Scheme 1. Synthetic procedures for the synthesis of the studied C-dots
1and 2.

The high-resolution transmission electron microscopy
(HRTEM) images were obtained in a JEOL JEM 2100
electron microscope (Tokyo, Japan) operating at an
accelerating voltage of 200 kV. The aqueous solutions
containing the C-dots were deposited on a 400-mesh
C-coated copper grid (Ted Pella Inc., Redding, CA, USA)
and dried in air. The Fourier transform infrared (FTIR)
spectra were recorded from potassium bromide (KBr)
pellets, in a spectral range of 4000-400 cm™', using a
Jasco FT/IR-4100 spectrometer (Tokyo, Japan). The zeta
potentials were measured using a Zetasizer Nano-ZS90
(Malvern, United Kingdom). The Raman measurements
were performed using the Renishaw InVia micro-Raman
system (Sheffield, UK) equipped with the 514.5 nm argon
laser line and a 50x objective, resulting in a laser spot size
of around 1 um in the focal plane. The laser excitation power
was about 0.05 mW at the sample surfaces. The Raman
measurements were recorded using C-dots in their powdered
form. The fluorescence spectra of the nanomaterials were

J. Braz. Chem. Soc.

acquired using a Lumina fluorescence spectrometer (Thermo
Ficher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) with a Peltier
system to vary the temperature, when necessary. A detailed
procedure for the cell-imaging experiments is described in
the Supplementary Information file.

Results and Discussion

Brewing residue is an abundant carbon source,
considering it is generated in the brewery stage in the beer
manufacturing, affording a residue which mainly consists
of insoluble proteins, cellulose and lignin. In view of the
annual generation of large quantities of this product, for
each 100 L of beer production 40 kg of wort bagasse are
produced, we have decided to explore this waste carbon
source to synthesize C-dots. The oxidation degree of C-dots
surface is known to be influenced by the synthetic route.'®
The oxidation process provides sp? domain formation on
the C-dots surface, resulting in surface decoration with
different functional groups, such as carboxyl, carbonyl,
hydroxyl and epoxy groups.'' The presence of these
oxygenated functional groups plays important roles on
the hydrophilic properties of the C-dot derivatives and
also permits the design of more specific bioprobes through
simple chemical modifications.” The zeta potential values,
acquired at pH 5 in aqueous medium, are in the range of
—13.3 and -8.89 mV for 1 and 2, respectively, which are
comparable to previous reported values.'>!* The decrease
of zeta potential observed for 2 supports the hypothesis
that the surface of 1 is more oxidized and the presence of
carboxylate (COO") groups is in accordance with the idea
of a higher oxidation level for 1.

High-resolution transmission electron microscopy images
acquired for 1 and 2 (Figure 1) show well-dispersed particles
with spheroidal morphologies. 1 and 2 present narrow size
distributions ranging from 2.5-5.9 nm and 2.5-5.3 nm,
with average sizes of 4.08 and 3.72 nm, respectively. The
inserts in Figures la and 1b exhibit representative images
of individual particles, indicating the high crystallinity with
lattice parameters of 3.13 and 3.15 A, which correspond
to the (002) diffraction plane of graphite."> These results
show that both synthetic routes result in uniform C-dots
nanoparticles with similar size distributions.

The FTIR spectra (Figure S1) of C-dots 1 and 2 show
an intense absorption band centered at 3450 cm™ assigned
to O—H bonds stretching vibrations. The bands centered
at 1630 cm™ were attributed to asymmetrical vibrations
of the C=0 groups and these at 1380 cm™" assigned to the
C-H bending.

Raman spectroscopy provides a powerful diagnostic
tool to examine crystallinity.'® The Raman scattering

36



Vol. 00, No. 00, 2015

Fraction / %

Rodrigues et al. 3

Size / nm

Fraction / %

25 3.0 35 4.0 45 5.0
Size / nm

Figure 1. High-resolution transmission electron microscopy (HRTEM) images of C-dots (a) 1 and (b) 2; and size distribution histograms for (c) 1 and
(d) 2. The inserts in (a) and (b) emphasize the lattice fringes of representative particles.

from C-dots 1 at room temperature (r.t.) is available
in the Supporting Information (Figure S2). C-dots 2
exhibited an identical profile. The peaks around 724
and 1068 cm™ correspond to the A,, and E, modes of
the crystalline sodium nitrate, respectively.'” The other
two peaks (1380 and 1577 cm™) are generally observed
in graphite-based materials. The D band (1380 cm™)
exhibits disorder characteristic related to the presence of
sp® defects, while the peak around 1577 cm™ is attributed
to the well-graphitized carbon, which is associated to in-
plane vibration of sp? carbon atoms in the 2D hexagonal
lattice. Thus, the relative intensity ratio of the D-band
and G-band (I;/I;) provides the degree of disorder, which
makes it possible to compare the structural order between
crystalline and amorphous graphitic systems.'*!"” The I,/I;
for the C-dots synthesized in this work was around 0.95,
demonstrating that they present a similar graphitic-like
structure. Results from Raman experiments proved to be
in agreement with those reported for C-dots synthesized
from unconventional carbon sources.>2%?!

The remarkable optical properties of the C-dots 1 and
2 were confirmed with ultraviolet-visible spectroscopy
(UV-Vis) and photoluminescence spectra. The UV-Vis
absorption spectra, exhibited in Figure 2, display an
intense band at 228 nm, which may be correlated to n-1t"
transitions. Additionally, low intensity absorption shoulders

were observed at about 305 nm, assigned to T-nt" functional
group at the surface. The difference in the oxidation degree
of C-dots does not alter their absorption profile, thus the
energy associated with exciton formation in 1 and 2 are
quite similar. The optical band gap, obtained from Tauc
and Abeles® method, was the same for both materials
(5.2 V). The origin of the optical properties of C-dots is
still hotly debated and is yet not well understood. Therefore,
mechanisms involving quantum confinement, surface traps,
formation of aromatic structures and recombination of
excitons have been proposed.’ The emission spectra of 1
and 2 measured atr.t. are also shown in Figure 2 and display
broad bands centered at 460 and 440 nm, respectively.

In Figure 3 is depicted both the emission spectra and
the emission intensities as functions of the temperature
and pH. C-dots 1 and 2 showed an excitation dependence
profile with slightly different spectral behavior. C-dots type
1 exhibited a blue shift of 20 nm (460 to 440 nm) when
gradually excited from 300 to 340 nm, whereas between
350-450 nm the emission bands were progressively red
shifted by 66 nm (440 to 506 nm). On the other hand, the
excitation-dependence of 2 just starts upon excitation at
350 nm, when the emission bands were shifted about 70 nm
toward the red spectral range. These results are consistent
with the presence of defects at the C-dots surfaces as the
net result of distinct oxidation degrees.'**
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Figure 2. Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) absorption and
emission spectra of the C-dots. The solid colored and black lines represent
1 and 2, respectively. The emission spectra were acquired at r.t. under
excitation at 300 nm. Black and colored arrows indicate the n-nt" and -1’
transitions, respectively. The insert shows 1 under UV light-irradiation
(366 nm).
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C-dots 1 and 2 show distinct spectral behavior with
gradual increasing pH (Figures 2b and 2e). For C-dots
type 2, the pH of aqueous media does not dramatically
affects their emission, that is, a fact explained by the low
pH-dependence of the functional groups at the C-dots
surfaces. On the other hand, the photoluminescence
intensity of 1 decreases when the pH values increase and
may be justified by the presence of large quantities of
carboxylic acid groups on the nanoparticle surface. Under
acidic conditions, these functional groups are protonated;
and with gradual pH increasing, the Fermi levels can
be shifted due to the deprotonation process.**?* The
temperature effect on the emission intensities of the C-dots
are shown in Figures 3¢ and 3f. The emission intensities of
1 and 2 are progressively diminished as a consequence of
multiphoton coupling at higher temperatures, which favors
non-radioactive decay.
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Figure 3. Emission spectra of (a) 1 and (d) 2 acquired at r.t. upon progressive excitation wavelength (from 300 nm to 450 nm); emission intensities as
function of pH of (b) 1 and (e) 2 acquired upon excitation at 300 nm; and intensities as a function of the temperature of the analyses for (c) 1 and (f) 2.
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Figure 4. Room temperature up-conversion photoluminescence for (a) 1 and (b) 2 in aqueous media, under pH 6 upon progressive excitation from

750 to 900 nm.

C-dots 1 and 2 also exhibited an interesting up-
conversion (UC) photoluminescent emission when excited
in the near-infrared (NIR) region, similar to those reported
for C-dots from several carbon sources.** The excitation
spectra of 1 and 2 in the NIR region have been acquired
monitoring their emission at 460 nm (Figure S3) and
displayed two bands centered at 810 and 850 nm, that is,
the bands likely to be responsible for the excitation of the
materials. Figure 4 displays the UC emission spectra of 1
and 2 acquired at r.t. upon excitation at the NIR region.

The UC emission spectra of 1 and 2 show broad bands
centered at 470 and 460 nm when excited at 750 nm. The
UC properties may be justified by the combination of two
or more low energy photons to produce the emission of a
high energy photon. The UC emission spectra still show an
excitation dependence behavior, similarly to those previously
reported.”® These results show the potential of these
nanomaterials for the development and application of new
photocatalyst composites, solar cells, and for applications
in cell-imaging with two-photon fluorescence microscopy.

Finally, the more oxidized C-dots 1 were submitted
to cell-imaging experiments. 1 has been selected for cell-
imaging experiments instead of 2 for a better comparison
with previously reported bioimaging experiments reported
elsewhere.* Figure 5 exhibits the confocal images using
breast cancer cells (MCF-7).

A cell cytoplasm staining pattern typical of a non-
selective bioprobe was observed for both samples (adhered
and live cells). It was also observed a very interesting
feature when the cell nuclei were analyzed. C-dots 1 proved
to be capable of staining nucleoli selectively, as is shown
for the live cell samples. Although the nucleoli staining
pattern was very clear with a large bright green emission
(Figures 5a and 5d), live and adhered samples also showed
a slight staining pattern associated with the cytoplasm
region near the nuclei. These characteristics have already

Figure 5. Bioimaging experiments using C-dots type 1 with MCF-7 breast
cancer cells. (a) and (b) show the staining patterns (green) for fixed and
live cells, respectively: (c) and (d) exhibit overlay between C-dot type 1
and the DNA staining with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). The
fluorescent signal is strongly associated with the nucleoli region in live
cell samples. C-dots and DAPI are responsible for the green (lighter in

printed version) and blue (darker in printed version) emission, respectively.
Reference bars: 10 pm to (a) and (c), and 25 pm to (b) and (d).

been described to similar materials reported by Kang and
co-workers.*

Conclusions

In summary, residues from the brewing industry were
successfully used as a carbon source to obtain luminescent
C-dots through two facile synthetic procedures. C-dots
presented excellent aqueous solubility and similar optical
properties. The pH- and temperature-dependence observed
for 1 and 2 may be justified by their distinct oxidation
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degrees. The C-dots type 1 were tested as a new bioprobe
for bioimaging using MCF-7 cancer cells and proved to
be more accumulated in the nucleoli region in live cell-
imaging experiments. Nucleoli are very activity regions
inside the nuclei, which contain several enzyme complexes
and play key roles in cellular homeostasis. There are very
few molecules commercially available capable of staining
nucleoli selectively. The UC photoluminescence exhibited
by C-dots and their staining pattern enables their future
applications in cell-imagining experiments and provide a
new tool to nucleoli studies linked with health and disease
conditions through fluorescence microscopy. Bioimaging
experiments comparing 1 and 2 are under way and will be
disclosed elsewhere.

Supplementary Information

Synthetic procedures and additional experimental
details are available free of charge at http://jbcs.sbq.org.br.
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