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Resumo 

 

Procedimentos sintéticos simples foram aplicados para a obtenção de Quantum Dots de 

Carbono altamente luminescentes, também conhecidos como C-Dots, a partir de uma fonte de 

carbono abundante, que são os resíduos da indústria cervejeira. Os procedimentos sintéticos 

foram realizados com o objetivo de investigar os efeitos da etapa de oxidação sobre as 

propriedades do nanomaterial. As propriedades de Downconversion e Upconversion dos C-

Dots são aqui exploradas. Além disso, os C-Dots foram aplicados em experimentos de 

imageamento em células e vivas e fixadas e os resultados são aqui discutidos. 

 

Palavras-chave: Quantum Dots de Carbono (C-Dots), Luminescência, Upconversion. 
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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.  
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1. Introdução e objetivos 

 

Os atos de produzir novas tecnologias de maneira sustentável, de tornar os processos já 

existentes, também, sustentáveis e de buscar adventos que possam vir a melhorar a vida do ser 

humano são uma obrigação para todos aqueles envolvidos no mundo científico. Este trabalho 

foi realizado sob a luz deste compromisso, e tendo em mente os propósitos da chamada 

Nanotecnologia Verde. Essa abordagem da nanotecnologia surgiu com a necessidade de 

produzir de forma ambientalmente sustentável e tem seus princípios embasados em três 

propósitos suplementares entre si: a concepção de tecnologias limpas baseadas em 

nanotecnologia; a minimização dos riscos ambientais e à saúde humana que podem estar 

associados à nanotecnologia; e o incentivo à substituição dos materiais convencionais por 

nanomateriais que sejam ambientalmente amigáveis. 

Sob essa perspectiva, a produção de Quantum Dots de Carbono (C-Dots) a partir 

resíduos industriais possibilita transformar matéria-prima barata e de baixo valor agregado em 

materiais de alta tecnologia. C-Dots são partículas de carbono com diâmetros inferiores a 10 

nm, com baixa toxicidade, e características espectroscópicas impressionantes que, desde que 

surgiram, recentemente, vêm tendo novas aplicações relatadas na literatura de maneira 

incessante, e que têm enorme potencial para aplicação em diversas áreas. Por outro lado, o 

bagaço de malte é o resíduo mais importante em termos de volume da indústria cervejeira. 

Esses resíduos são assumidamente uma rica fonte de carbono, podendo ser utilizados para a 

síntese de C-Dots. Atualmente, boa parte deste bagaço é destinada à alimentação animal, 

entretanto, a alta humidade desse material dificulta esta aplicação devido às dificuldades de 

transporte e armazenamento geradas pela alta proliferação microbiana. Sendo assim, a 

destinação desse subproduto continua sendo um problema para a sustentabilidade do processo 

de produção de cerveja, uma vez que o descarte inadequado do bagaço de malte pode 

ocasionar consequências ambientais sérias. 

Este trabalho traz a produção de C-Dots a partir de bagaço de malte originado na 

produção de cerveja e a caracterização desse material. Duas rotas sintéticas foram escolhidas 

com o objetivo de obter-se nanomateriais com diferentes graus de oxidação superficial. Os C-

Dots produzidos possuem a propriedade de upconversion (UC), que foi convenientemente 
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estudada e explorada. Os C-Dots produzidos foram testados como sondas ópticas de 

imageamento celular (em células MCF-7). 

 

1.1.  Objetivos gerais 

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

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

Considerando que os C-Dots possuem propriedades espectroscópicas incontestavelmente 

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

 

1.2. Objetivos específicos 

 Obter C-Dots a partir de uma fonte de carbono não convencional: bagaço de malte; 

 Sintetizar C-Dots através de diferentes rotas sintéticas e chegar ao melhor 

procedimento; 

 Avaliar o efeito da etapa de oxidação nos nanomateriais resultantes; 

 Explorar as propriedades espectroscópicas desses C-Dots; 

 Investigar a aplicabilidade dos C-Dots em experimentos de imageamento celular.  
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2. Revisão Bibliográfica 

 

2.1. C-Dots 

Desde que Smalley, Kroto, Curl e colaboradores reportaram a existência do fulereno, em 

1985,
1
 surgiu um interesse crescente na existência e propriedades de novas formas alotrópicas 

do carbono, além do diamante e do grafite, até então conhecidas. Em 1991, Iijima anunciou a 

descoberta do que ele chamou de estrutura de carbono finita constituída por tubos em forma 

de agulha,
2
 que hoje conhecemos como nanotubos de carbono. Em 2004, Geim, Novoselov e 

colaboradores divulgaram a síntese do grafeno, um material bidimensional a partir do qual é 

possível produzir-se filmes com camadas de até um átomo de espessura.
3
 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,
4
 

quando Scrivens e colaboradores averiguaram que 10% da massa obtida em sua síntese de 

nanotubos de carbono eram devido à presença de uma mistura de nanopartículas 

luminescentes, compostas apenas por carbono, hidrogênio, oxigênio e nitrogênio.
5
 A figura 1 

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

 

Figura 1- Descobertas das novas formas alotrópicas do carbono ao longo do tempo. As 

imagens das estruturas foram retiradas da referência 4. 
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2.1.1. Fontes de Carbono e Métodos de Síntese 

C-Dots são nanopartículas constituídas de carbono com hibridizações sp
2
 e sp

3
, 

heteroátomos e defeitos (causados pela presença de heteroátomos),
4
 com tamanhos abaixo de 

10 nm.
5
 Essas nanopartículas possuem natureza grafítica, o que pode ser comprovado pela 

visualização de reticulados altamente cristalinos através de microscopia eletrônica de 

transmissão de alta resolução (MET).
6
 Eles podem ser obtidos a partir das mais diversas 

fontes de carbono, como glicose,
7
 glicerol,

8
 compostos orgânicos aromáticos,

9
 sais de 

citrato,
10

 além de materiais como o próprio grafite,
11

 fulereno,
12

 nanotubos de carbono,
13

 e 

fibras de carbono.
14

 Interessantemente os C-Dots também podem ser sintetizados a partir de 

fontes não convencionais, fontes essas que dispensam etapas de purificação preliminares, 

como cascas de melancia,
15

 cabelo,
16

 estrume de ruminantes,
17

 sucos de laranja
18

 ou banana,
19

 

restos de comida,
20

 mel,
21

 e seda,
22

 por exemplo. A possibilidade de obtenção dos C-Dots 

através de fontes de carbono com baixo valor agregado os torna altamente atrativos, devido à 

diminuição de seu custo de produção. 

Os métodos de síntese de C-Dots são igualmente variados e são divididos em métodos 

químicos e físicos. A importância de conhecer-se as variedades de fontes de carbono e meios 

sintéticos é que esses são fatores determinantes para a proporção entre os elementos químicos 

constituintes dos C-Dots, para o tamanho da nanopartícula e para o grau de oxidação de suas 

superfícies, e consequentemente têm influência direta em suas propriedades 

espectroscópicas.
23

 Alguns dos exemplos de métodos físicos são passivação por laser
24

 e 

tratamento de plasma.
25

 Entre os exemplos de métodos sintéticos químicos estão a síntese 

eletroquímica,
26

 a oxidação química,
27

 a síntese de C-Dots utilizando-se suporte,
28

 a síntese 

por micro-ondas
29

 e a hidrotermal.
30

 A maioria dessas estratégias de síntese requerem 

reagentes de passivação superficial, e sem eles os C-Dots resultantes possuem baixos 

rendimentos quânticos.
29

 Das estratégias de obtenção de C-Dots aqui relatadas, o método de 

oxidação química destaca-se por exigir aparelhagem e reagentes quase sempre disponíveis em 

laboratórios químicos.
31- 32

A figura 2 ilustra a variedade de fontes e métodos sintéticos a partir 

dos quais C-Dots com natureza grafítica podem ser obtidos. 
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Figura 2- Fontes não convencionais (casca de melancia, estrume de ruminantes e cabelo) 

resultando em partículas de natureza grafítica como aquela cuja imagem de MET encontra-se 

nesta figura, com tamanhos abaixo de 10 nm, e através de métodos físicos ou químicos.  

 

2.1.2. Propriedades Espectroscópicas 

O crescente interesse nos C-Dots se dá devido às propriedades espectroscópicas 

intrínsecas a eles. Essas nanopartículas são altamente fotoestáveis, o que permite aplicações 

com longos prazos de observação, ao contrário de corantes orgânicos, por exemplo.
33

 Uma 

característica notável do comportamento dos C-Dots é que sua emissão é dependente da 

excitação, e o comprimento de onda do pico de emissão pode ser ajustado em toda a janela 

visível, de 400 a 750 nm, com o aumento progressivo do comprimento de onda de excitação 

ou com a separação das nanopartículas de acordo com seus tamanhos, como ilustrado na 

figura 3.
27

 Além da fluorescência downconversion (DC), os C-Dots também apresentam 

fluorescências de dois fótons e de multifótons.
4
 O resultado disso é a  notável capacidade dos 

C-Dots, quando excitados por radiações da região do infravermelho próximo (NIR), de 

emitirem luz em comprimentos de onda menores do que os do NIR, que pode ser chamada de 

upconversion (UC).
23

 A importância disso é que, quando se trata de meios biológicos, é 

essencial que as radiações utilizadas não sejam detentoras de altas energias, porque estas são 

nocivas aos tecidos biológicos.
34
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Figura 3- (a) espectros de emissão de C-Dots com máximos de intensidade dependentes do 

comprimento de onda de excitação. Imagens de C-Dots de diferentes tamanhos sob excitação 

de 365 nm no fundo. (b) C-Dots sob diferentes comprimentos de onda de excitação. 

 

2.1.3. Mecanismos de Emissão DC 

As origens das propriedades espectroscópicas dos C-Dots são assunto de muitas 

controvérsias e vários mecanismos têm sido especulados para serem os responsáveis pela 

luminescência desses materiais. Em algumas publicações, os autores atribuem as propriedades 

fotofísicas de seus C-Dots ao confinamento quântico resultado dos tamanhos nanoméricos das 

partículas, exclusivamente.
35

 Outra teoria é que as superfícies dos nanomateriais, produzidos 

por certas rotas sintéticas, apresentam armadilhas de energia que se tornam emissivas após a 

passivação superficial e que podem causar um efeito de confinamento quântico.
27

 Isso 

explicaria porque a passivação é tão importante para o rendimento quântico em alguns casos 

e, também, porque quanto maior a área superficial, maior a luminescência apresentada pela 

partícula.
27

 

Existem ainda autores que acreditam em combinações de mecanismos. Baker e 

colaboradores
6
 postularam que C-dots apresentam gaps de energia dependentes de seus 

tamanhos, sendo as bandas de emissão mais intensas atribuídas à recombinação direta de 

pares elétron-buraco, enquanto as bandas menos intensas são devido à recombinação de 

armadilhas de energia superficiais assistida por fônon. A figura 4 ilustra este postulado e 

exemplifica os processos de passivação superficial. 
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Figura 4- (a) passivação da superfície dos C-Dots (referência 27) (b) mecanismos de emissão 

dos C-Dots (referência 6).  

 

Por outro lado, alguns autores sugerem a divisão dos mecanismos de emissão entre os 

de estado intrínseco (efeitos do confinamento quântico e sítios zig-zag) e de defeitos de estado 

(armadilhas de energia superficiais e efeito dos defeitos).
34

 Sob esta perspectiva, o fenômeno 

de recombinação de pares elétron-buraco localizados seria capaz de induzir os mecanismos de 

estado intrínseco.
36

 Esses dois grupos de mecanismos seriam os responsáveis pela emissão 

dos C-Dots, de forma que um se sobressairia em relação ao outro dependendo das 

características dos nanomateriais, como grau de oxidação superficial e tamanho médio, por 

exemplo.
34

 A figura 5 ilustra esses mecanismos.  

 

Figura 5- Alguns dos mecanismos responsáveis pelas emissões dos C-Dots, de acordo com 

classificação adotada por alguns autores. 
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2.1.4. Mecanismos de Emissão UC 

A procedência das propriedades de UC dos C-Dots também são alvo de debates 

intensos no meio acadêmico. Em diversas publicações reportando o comportamento de UC 

das nanopartículas, afirma-se que estas são resultadas de um processo ativo multifótons.
35,37,38 

Em contrapartida, Shen e colaboradores
39

 especulam que as emissões UC de seus C-Dots 

podem ser consideradas do tipo anti-Stokes. Dessa forma, o elétron partiria do orbital π para o 

orbital desocupado de menor energia, após uma excitação de baixa frequência. Em seguida, 

ocorreria o decaimento radiativo, não para o orbital π, mas para o σ, que possui energia 

menor.   

Além disso, três mecanismos principais foram propostos para esses materiais. São 

eles: processos de estados superficiais termicamente assistidos, absorção de dois fótons e 

recombinação Auger.
40

 Um método consolidado para o estudo de processos de UC é a 

avaliação da relação entre a intensidade da emissão (Iem) e a intensidade de excitação (Iex) do 

material. Sabe-se que Iem é proporcional a (Iex)
n
, onde n é o número de fótons envolvidos no 

processo dominante de UC.
41

 Sob esta óptica, os mecanismos: processos de estados 

superficiais termicamente assistidos, absorção de dois fótons e recombinação Auger teriam os 

valores de n iguais a 1, 2 e 3, respectivamente.
40

  

Entretanto, em 2014, Wen e colaboradores
41

 chegaram à conclusão de que as 

propriedades de UC dos C-Dots reportadas na literatura até então, que eram constatadas 

através de medidas com espectrofluorímetros típicos, eram apenas a emissão DC dos 

materiais provocadas pelas radiações de segunda ordem de difração, produzidas no 

monocromador, que também passam pela fenda de excitação dos fluorímetros quando as 

medidas são realizadas sem filtros adequados. O valor de n encontrado nos experimentos de 

Wen e colaboradores
41

 é de aproximadamente 1, e a possibilidade de os fenômenos de UC 

serem provocados por processos de estados superficiais termicamente assistidos não é 

considerada por esse grupo.  

Desde então, trabalhos foram publicados, não exclusivamente baseados em medidas 

tomadas em espectrofluorímetros, comprovando a existência de UC nos C-Dots. Um bom 

exemplo é o estudo de autoria de Zhang e colaboradores
42

 que comprova a presença do 

fenômeno de UC em seus C-Dots em cujo mecanismo está envolvida a absorção de 2 fótons 

(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) emissões anti-Stokes (referência 39); (b) por absorção de 

dois fótons (referência 42).  

 

2.1.5. Aplicações 

As características dos C-Dots relatadas até aqui conferem a eles potencial para o 

desenvolvimento das mais diversas tecnologias.
4
 Ademais, os C-Dots mostram-se capazes de 

atuarem tanto como aceptores quanto como doadores de elétrons, ao terem suas emissões 

extintas em soluções contendo moléculas com excesso ou deficiência de elétrons.
23

 Isso os 

torna interessantes para fins como a utilização em dispositivos fotovoltaicos,
43

 para aplicações 

relacionadas à conversão de energia luminosa, e até mesmo para investigação de 

mecanismos.
44

 A utilização das nanopartículas como nanosondas para a detecção de íons, 

também, já foi reportada.
45-46

 

Além disso, os C-Dots têm sido largamente utilizados para uma grande variedade de 

aplicações biomédicas, incluindo imageamento por DC de células em vitro e em vivo,
47

 

terapia fotodinâmica
48

 e imageamento por fluorescência multifóton de células e tecidos.
24

 

Pesquisas recentes revelaram que a similaridade de tamanho entre os C-Dots (~ 5 nm) e as 

proteínas fluorescentes (FPS, ~ 4 nm), permite que os C-Dots sejam utilizados como sondas 

fluorescentes.
49

 Os C-Dots também possuem grande potencial para o carreamento de 

fármacos,
50

 como Dai e colaboradores demonstraram ao fazer o carreamento de drogas 

insolúveis utilizadas no tratamento contra o câncer através de um compósito com os 
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nanomateriais.
51

 A eficiência dos C-Dots para as aplicações em meio biológico se dá devido a 

sua não toxicidade e inércia química em condições fisiológicas.
52

 A presença de grupos 

superficiais contendo oxigênio também colabora para a alargar o rol de aplicabilidade das 

nanopartículas, já que possibilita a interação dos C-Dots com moléculas orgânicas e 

inorgânicas.
53

 A figura 7 apresenta algumas das aplicações supracitadas dos C-Dots. 

 

Figura 7- Ilustrações e experimentos de algumas das aplicações em meio biológico dos C-

Dots: (a) sondas fluorescentes, referência 49; (b) carreamento de fármacos usados no 

tratamento contra o câncer, referência 51; (c) imagens de fluorescência in vivo NIR em tempo 

real após a injeção intravenosa de C-Dots em ratinhos nus, em diferentes pontos temporais, 

referência 48; (d) imagem de luminescência de dois fótons (λex= 800 nm) de células humanas 

de câncer de mama MCF-7, referência 24. 

 

Os C-Dots são alternativas altamente promissoras a materiais cujas aplicações 

biológicas já estão difundidas no maio acadêmico. Quando comparados aos nanotubos de 

carbono, por exemplo, os C-Dots apresentam alta solubilidade em água, sem tratamentos 

adicionais, ausência de metais contaminantes, devido a não necessidade de catalizadores em 

seu processo de síntese, maior área superficial e ainda dispensam o uso de surfactantes para a 

dispersão, que podem ser fonte de toxicidade.
53

 Já quando comparados aos quantum dots 

semicondutores tradicionais, os C-Dots se sobressaem ainda mais. Os quantum dots 

semicondutores apresentam elementos tóxicos, como cádmio, chumbo e mercúrio em sua 

composição, o que é um grande obstáculo às suas aplicações em vivo.
54
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2.2. Bagaço de Malte 

A cerveja é a terceira bebida mais consumida no mundo.
55

 No Brasil, seu consumo per capita 

anual era cerca de 57 L em 2008, sendo o nosso país o terceiro maior produtor mundial de 

cerveja, com uma produção anual de 12,6  milhões de litros.
56

  

O processo de produção de cerveja gera três resíduos principais: o bagaço de malte, o 

trub quente (precipitado advindo da coagulação e insolubilização de proteínas no mosto, 

durante a etapa de fervura) e a levedura cervejeira residual.
57

 A figura 8 ilustra a geração 

desses refugos no processo de produção de cerveja. Desses materiais, o bagaço de malte é o 

que gera o maior volume, são de 14 a 20 kg para cada 100 L de cerveja produzida,
58

 

representando cerca de 85% do montante de resíduos gerados pela indústria cervejeira. Esse 

subproduto é formado pela parte sólida obtida na etapa de filtração do mosto, antes da 

fervura.
57

 

 

Figura 8- Fluxograma de uma indústria cervejeira e a geração de resíduos. Figura adaptada da 

referência 57.  

 

O bagaço de malte é constituído de material fibroso – celulose (15,5 a 25%), 

hemiceluloses (28 a 30%) e lignina (28%) –, de proteínas (15 a 26.2%) e de lipídios, 

vitaminas, aminoácidos e compostos fenólicos.
57

 A proporção entre estes constituintes 
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depende da espécie da cevada, dos processos de malteamento, moagem e clareamento, e 

também da presença ou não de adjuntos, como outros cereais ou fontes de açúcares.
59

   

A destinação do bagaço de malte é de extrema importância para a sustentabilidade do 

processo de produção de cerveja. Isto porque a alta umidade desse material favorece a 

proliferação microbiana e pode causar desequilíbrios ambientais em caso de descarte 

inadequado. Ademais, o alto teor de matéria orgânica no bagaço tem como consequência uma 

alta Demanda Bioquímica de Oxigênio, o que dificulta sua decomposição.
57

  

O principal destino dado ao bagaço de malte é a alimentação de animais, 

especialmente na bovinocultura.  Entretanto, a prática de alimentar os ruminantes com esse 

resíduo sólido sem o manejo e o armazenamento pertinentes pode causar doenças no rebanho 

como intoxicação por Aspergillus clavatus, acidose ruminal e botulismo.
60

 Além disso a 

utilização do bagaço nas produções de energia e carvão vegetal,
59

 e de espumas 

biodegradáveis
61

 já foram reportadas na literatura. O baixo ou nulo custo do bagaço de malte
59

 

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

 

3.1. Reagentes 

Os reagentes ácido nítrico e hidróxido de sódio foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich e 

utilizados sem purificação prévia. O bagaço de malte foi obtido após produção de cerveja 

executada para o trabalho final da disciplina Fundamentos de Produção de Cerveja, ministrada 

pela professora Grace Ferreira Ghesti. 

 

3.2. Síntese dos C-Dots 

Duas rotas experimentais foram utilizadas com o objetivo de produzir C-Dots com diferentes 

graus de oxidação. Esses nanomateriais foram designados como 1 e 2, referindo-se ao mais 

oxidado e ao menos oxidado, respectivamente. Os procedimentos experimentais estão 

resumidos no esquema 1. 

Os C-Dots 1 foram sintetizados pelo método de oxidação química.
17

 5 g de bagaço de 

malte foram lavados com água destilada em um erlenmeyer (de forma que restassem apenas 

as cascas de grãos) e calcinados à 300 °C por 3 h, em mufla. O pó resultante foi submetido a 

refluxo com solução aquosa de ácido nítrico (5 M, 100 mL), por 24 h. Quando a suspensão foi 

resfriada, à temperatura ambiente, o pH foi elevado para 5-7 com NaOH. Em seguida, a 

solução foi filtrada com papel filtro, para remover as partículas maiores, e sonicada por 90 

min. A solução resultante foi filtrada através de uma membrana de 0,22 µm. A água foi então 

evaporada em um béquer aberto, dando origem a 1. 

De forma similar, os C-Dots 2 foram preparados a partir de 5 g de bagaço de malte, 

que foram lavados com água destilada e calcinados à 300 °C por 3 h. O pó obtido foi 

dissolvido em água destilada, e a solução teve seu pH controlado para 5-7 com NaOH. Em 

seguida, uma filtração com papel filtro foi realizada e a solução foi sonicada por 90 min. O 

próximo passo foi a filtração por uma membrana de 0,22 µm. A água foi então evaporada em 

um béquer aberto, originando os C-Dots 2. 
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Esquema 1- Resumo dos procedimentos sintéticos utilizados para a obtenção dos C-Dots 1 e 

2. 

 

3.3. Experimentos de Imageamento Celular 

Os experimentos de imageamento celular foram realizados em cooperação com o grupo do 

Prof. Dr. José Raimundo Correa, do Departamento de Biologia Celular, do Instituto de 

Biologia, Universidade de Brasília, com especial colaboração de Lorena Pereira de Andrade. 

Os ensaios em células vivas foram realizados da seguinte maneira: células MCF-7 (de 

câncer de mama) foram plaqueadas em lamelas de vidro redondas de 13 mm, na parte inferior 

de uma placa de 24 poços e deixadas para aderir a 37 ºC, numa atmosfera de 5% de CO2, 

durante 30 min. Então, a placa foi lavada com meio isento de soro, a fim de remover as 

células não 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 ºC, em 

atmosfera de 5% de CO2.  

Para os experimentos com células fixadas, o procedimento descrito acima foi 

realizado, acrescido das seguintes etapas: quando a confluência foi atingida (momento em que 

as células recobrem toda a superfície da placa, formando uma monocamada), a cultura foi 

lavada três vezes com solução tampão fosfato salino (PBS), pH 7,4, e fixada por 15 min em 

solução de formaldeído (3,7%) em PBS à temperatura ambiente. As células foram lavadas três 

vezes com PBS. 

 As células vivas e fixadas foram, então, incubadas com os C-Dots 1 (soluções aquosas 

de 2,5 mg.mL
-1

) por 30 min, à temperatura ambiente. Elas também foram incubadas em PBS, 

sob as mesmas condições, para a obtenção do controle negativo. Após o período de 

incubação, as células foram lavadas três vezes com PBS e incubadas com 4',6-diamidino-2-
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fenilindol (DAPI; Invitrogen, Oregon, EUA), de acordo com as recomendações do fabricante. 

ProLong Gold Antifade (Invitrogen, Oregon, USA) foi utilizado de acordo com as 

recomendações do fabricante para montar as lamelas. Todos os ensaios foram realizados em 

três séries independentes. 

3.4. Métodos de caracterização 

Os seguintes métodos e equipamentos foram utilizados para a caracterização dos materiais 

desenvolvidos neste trabalho: 

 Espectroscopia de fluorescência- Os espectros de fluorescência foram adquiridos de 

soluções aquosas dos materiais (2 mg.mL
-1

), em cubeta de quartzo com caminho 

óptico de 1 cm, usando-se um espectrômetro Lumina Fluorescence (Thermo 

Scientific), com um sistema de peltier para variar a temperatura, quando necessário. 

Soluções aquosas de ácido clorídrico e hidróxido de sódio foram utilizadas nos 

experimentos de variação de pH;  

 Espectroscopia na região do infravermelho (IV)- Os espectros de IV foram registrados 

de pastilhas de KBr, na região espectral de 4000-400 cm
-1

, utilizando-se um 

espectrômetro Jasco FT/IR-4100; 

 Espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-Vis)- Os espectros de UV-Vis 

foram registrados de soluções aquosas de 0,4 mg.mL
-1

 dos nanomateriais, em cubeta 

de quartzo com caminho óptico de 1 cm, usando-se um espectrofotômetro Agilent 

Technologies Cary 8454;   

 Espectroscopia raman- Os espectros de raman foram adquiridos em cooperação com o 

grupo do Prof. Dr. Jorlandio Francisco Felix, do Núcleo de Física Aplicada, do 

Instituto de Física, Universidade de Brasília. O equipamento utilizado foi um 

Renishaw InVia micro-Raman System, equipado com um laser de argônio com linha 

em 514,5 nm e feixe de aproximadamente 1 µm. A potência do laser de excitação era 

de aproximadamente 0,05 mW na superfície das amostras, que foram medidas em 

estado sólido; 

 Microscopia confocal a laser- As culturas de células foram analisadas em um 

microscópio confocal Leica TCS SP5 (Mannheim, Alemanha), em parceria com o 

grupo do Prof. Dr. José Raimundo Correa, do Departamento de Biologia Celular, do 

Instituto de Biologia, Universidade de Brasília; 
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 Microscopia eletrônica de transição de alta resolução (MET)- as imagens de MET 

foram obtidas em um microscópio eletrônico JEOL JEM 2010, operando a uma 

voltagem de aceleração de 200 kV. As soluções 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 

soluções aquosas (2 µg.mL
-1

) em pH 5 das amostras. As medidas foram realizadas em 

triplicata. 
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4. Resultados e discussão 

 

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

Bagaço de malte é, assumidamente, uma fonte abundante de carbono considerando-se que é 

gerado na etapa de filtração do mosto na fabricação de cerveja, dando origem a um resíduo 

que é constituído principalmente por proteínas insolúveis, celulose e lignina.
61

 Tendo em vista 

a geração anual de grandes quantidades desse subproduto (para cada 100 L de cerveja 

produzida, até 20 kg de bagaço de malte são gerados
61

), decidimos explorá-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 oxidação da superfície dos C-Dots é reconhecidamente influenciado pela 

rota sintética.
62

 O processo de oxidação proporciona a formação de domínios sp
3
 na superfície 

do C-Dots, resultando na inserção de diferentes grupos funcionais na superfície, tais como 

grupos carboxílicos e hidroxílicos.
63

 A presença desses grupos funcionais oxigenados 

desempenha um papel importante sobre as propriedades hidrofílicas dos derivados de C-Dots 

e também permite o desenvolvimento de biosondas mais específicas através de modificações 

químicas simples.
17

 O que se esperava das rotas sintéticas utilizadas para a produção dos C-

Dots é que a etapa de oxidação com ácido nítrico da síntese de 1 tenha decorado suas 

superfícies com uma quantidade de grupos oxigenados maior do que o número de grupos 

existentes na superfície 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 são comparáveis a valores relatados anteriormente.
64-65

 O aumento do 

potencial zeta observado para 2 sustenta a hipótese de que a superfície de 1 é mais oxidada, 

com mais grupos COO
-
.
66
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Figura 9- Ilustrações dos C-Dots 1 e 2. 

 

As imagens de MET adquiridas de 1 e 2 (figura 10) mostram partículas bem dispersas 

com morfologias esféricas. 1 e 2 apresentam faixas de distribuição 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), são apresentadas imagens representativas de 

partículas individuais, indicando a elevada cristalinidade dos materiais, com parâmetros de 

rede de 3,13 e 3,15 Å, o que corresponde ao plano de difração do grafite [002].
67

 Estes 

resultados mostram que ambas as vias sintéticas resultaram em nanopartículas uniformes com 

distribuições 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 regiões marcadas 

das figuras (a) e (b), respectivamente, enfatizando os parâmetros de rede de partículas 

representativas. (d) e (e): histogramas de distribuição de tamanho de 1 e 2.  

 

A técnica de absorção molecular na região do infravermelho é extremamente útil para 

a identificação de grupos funcionais em moléculas dotadas de momento dipolar diferente de 

zero, como é o caso dos C-Dots. A radiação infravermelha provoca uma mudança líquida no 

momento dipolar da molécula, causando seu movimento de vibração ou rotação. A frequência 

da radiação absorvida é quantizada e depende da massa dos átomos envolvidos na ligação e da 

força dessas ligações.
68 

Os espectros de IV (figura 11) dos C-Dots 1 e 2 apresentam bandas de 

absorção intensas centradas em 3450 cm
-1

, que são atribuídas ao estiramento das ligações O—

H. Já as bandas centradas em 1630 cm
-1

 foram atribuídas a vibrações assimétricas dos grupos 
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C=O. Essas bandas confirmam a presença de grupos carboxílicos nas superfícies de 1 e 2. 

Além disso, ambos os espectros apresentam bandas centradas em 2870, 2760 e 1380 cm
-1

, 

atribuídas aos estiramentos assimétricos e simétricos da ligação C—H e à deformação C—H, 

respectivamente. Esses picos sugerem que existem grupos metila ligados à superfície das 

nanopartículas.
69

 

 

Figura 11- Espectros de IV dos materiais. As curvas em preto e vermelho referem-se às 

amostras 1 e 2, respectivamente. 

 

A espectroscopia Raman é um instrumento eficaz quando se trata do estudo da 

cristalinidade de materiais.
70

 O espalhamento Raman dos C-Dots 1 em temperatura ambiente 

está disponível na figura 12. Os C-Dots 2 exibiram um perfil idêntico. Os picos por volta de 

724 e 1068 cm
-1

 correspondem aos modos de vibração A1g e Eg do nitrato de sódio cristalino, 

respectivamente.
71

 Os outros dois picos (1380 e 1577 cm
-1

) são geralmente observados para 

materiais à base de grafite. A banda D (1380 cm
-1

) indica a presença de defeitos sp
3
, já o pico 

em torno de 1577 cm
-1 

(banda G) é atribuído à presença de carbonos sp
2
.
72

 A razão entre as 

intensidades relativas das bandas D e G (ID / IG) fornece o grau de desordem do material, e é 

uma ferramenta importante para a comparação entre as ordens estruturais de diferentes 
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sistemas grafíticos.
73-74 

O valor da razão (ID / IG) para os C-Dots sintetizados neste trabalho foi 

de cerca de 0,95. A predominância de carbonos sp
2
 apresentada por nossos nanomateriais é 

uma característica marcante da formação de C-Dots.
23

 Os resultados dos experimentos de 

Raman mostraram-se de acordo com os relatados para C-Dots sintetizados a partir de outras 

fontes de carbono não convencionais.
15, 72, 75

  

 

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

 

As propriedades ópticas dos C-Dots 1 e 2 foram estudadas por espectroscopia na 

região do UV-Vis e espectroscopia de fotoluminescência. Os espectros de absorção no UV-

Vis, exibidos na Figura 13, mostram uma banda intensa em 228 nm, que pode ser 

correlacionada com as transições n-π*. Além disso, ombros de absorção de baixa intensidade 

foram observados por volta de 305 nm, e foram atribuídos às transições π-π* dos grupos 

funcionais da superfície dos C-Dots. A diferença no grau de oxidação de C-Dots não altera o 

seus perfis de absorção, assim, as energias associadas com a formação dos éxcitons (pares 

ligados elétron-buraco) em 1 e 2 são muito semelhantes. Os espectros de emissão de 1 e 2, 

medidos a temperatura ambiente, sob excitação de 300 nm, também são mostrados na Figura 

13 e exibem bandas largas centradas em 460 e 440 nm, respectivamente. A origem das 
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propriedades ópticas dos C-Dots ainda não é bem compreendida, como discutido 

anteriormente. Segundo Zhu e colaboradores,
34

 os grupos carboxílicos superficiais facilitam a 

recombinação não-radiativa de pares localizados elétron-buraco, o que desfavorece os 

mecanismos de emissão de estado intrínseco. Por esse motivo, o maior grau de oxidação da 

nanopartícula se traduziria em um deslocamento batocrômico da emissão, como foi observado 

experimentalmente. Por outro lado, Bao e colaboradores
62

 especulam que os mecanismos de 

emissão de defeitos de estado desempenham papel mais importante para a emissão dos C-

Dots do que os efeitos de tamanho da partícula (mecanismo de emissão de estado intrínseco). 

Dessa forma, um maior grau de oxidação aumentaria a quantidade de defeitos superficiais, 

que poderiam aprisionar mais éxcitons. Um deslocamento batocrômico da emissão, como o 

experimentado por 1 comparado a 2, seria, também, observado por causa da recombinação 

dos éxcitons aprisionados. 

 

Figura 13- Espectros de absorção no UV-Vis e de emissão dos C-Dots. As linhas em 

vermelho e preto referem-se a 1 e 2, respectivamente. Os espectros de emissão foram 

adquiridos a temperatura ambiente, sob excitação de 300 nm. As setas preta e vermelha 

indicam as transições n-π* e π-π*. A figura anexa mostra 1 sob luz ultravioleta (λex = 366 

nm). 

 

Os gaps de energia para os dois materiais foram obtidos através do método de Tauc.
76

 

Essa metodologia utiliza-se da equação 1 para estimar a diferença de energia entre os orbitais 
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desocupado de menor energia e ocupado de maior energia, a partir de espectros de absorção 

na região do UV-Vis. Na referida equação, 𝞪, Eex, Eg, A e m são, respectivamente, o 

coeficiente de absorção do material, as energias da radiação incidente usada na análise de UV-

Vis e do gap de energia, uma constante de proporcionalidade e um número inteiro dependente 

do tipo de transição eletrônica experimentada pelo material.
76

 No caso dos C-Dots, o valor de 

m utilizado foi ½, supondo-se que a transição sofrida pelos nanomateriais é direta e permitida. 

A figura 14 contém os gráficos gerados, que levaram à conclusão de que os gaps de energia 

de 1 e 2, obtidos pelo método de Tauc, são de 5,20 e 5,23 eV, respectivamente. Esses valores 

estão de acordo com o gap de energia de materiais semelhantes, anteriormente reportados.
77

 A 

discreta diminuição no gap de energia de 1, quando comparado a 2, é consequência de sua 

maior oxidação superficial. A equivalência das faixas de distribuição de tamanhos dos dois 

tipos de nanopartículas contribui para a proximidade entre os valores calculados.
35

 

Equação 1- Fórmula usada no método de Tauc 

(𝞪 . Eex)
1/m

 = A (Eex . Eg) 

 

 

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) Ilustração dos gaps de energia dos materiais. 

 

Na Figura 15 apresentam-se os espectros de emissão dos C-Dots. Os máximos das 

emissões de 1 e 2 mostraram-se dependentes do comprimento de onda de excitação. Os 
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comportamentos espectrais dos materiais são ligeiramente diferentes entre si. Os C-Dots do 

tipo 1 exibiram um deslocamento para o azul de 20 nm (460-440 nm), quando o comprimento 

de onda de excitação aumentou, gradualmente, de 300 para 340 nm. Já entre 350-450 nm, as 

bandas de emissão foram deslocadas progressivamente para o vermelho por 66 nm (440-506 

nm). Por outro lado, o comportamento de emissão dependente da energia de excitação de 2 

começa apenas a partir da excitação em 350 nm, quando as bandas de emissão sofreram um 

deslocamento batocrômico de cerca de 70 nm. Esses resultados são consistentes com a 

presença de diferentes defeitos nas superfícies dos C-Dots, como o resultado líquido dos 

diferentes graus de oxidação de 1 e 2.
62,34

 A maior variação de comprimento de onda máximo 

de emissão entre os espectros de 1 foi de 10 nm e de 2 foi de 12 nm. 

 

Figura 15- (a) e (c): espectros de emissão de 1 e 2 adquiridos a temperatura ambiente sob 

comprimentos de onda de excitação progressivamente maiores (de 300 nm a 450 nm); (b) e 

(d): intensidades de emissão em função do comprimento de onda de excitação 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, o pH do meio aquoso não afeta drasticamente as 

intensidades de emissão, isso ocorre devido à menor dependência dos grupos funcionais na 
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superfície dos C-Dots em relação ao pH. A variação máxima é de 28%. Por outro lado, a 

intensidade de emissão de 1 diminui quando os valores de pH aumentam (até 50% de 

variação). Esse fenômeno pode ser justificado pela existência de maiores quantidades de 

grupos carboxílicos nas superfícies das nanopartículas. Em condições ácidas, esses grupos 

funcionais estão protonados; com aumento gradual do pH, os níveis de Fermi podem ser 

deslocados devido ao processo de desprotonação.
78,79

  

 

Figura 16- (a) e (b): intensidades de emissão em função do pH de 1 e 2, sob excitação de 300 

nm. 

 

O efeito da temperatura sobre as intensidades de emissão dos C-Dots é mostrado na 

Figura 17. Os comportamentos de 1 e 2 são próximos entre si. As intensidades de emissão de 

ambos diminuem progressivamente, em consequência do acoplamento multifóton a 

temperaturas mais elevadas, favorecendo o decaimento não radiativo.
17

 

 

Figura 17- (a) e (b): intensidades de emissão em função da temperatura das soluções de 1 e 2, 

sob excitação de 300 nm. 
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Os C-Dots 1 e 2 também exibiram interessantes propriedades de UC quando excitados 

na região do NIR, semelhantes àquelas relatadas para C-Dots produzidos a partir de outras 

fontes de carbono.
24,35,80,81

 Os espectros de excitação de 1 e 2 na região do NIR foram 

adquiridos monitorando suas emissões em 460 nm (Figura 18) e exibem duas bandas 

principais centradas em 810 e 850 nm, que devem ser as bandas responsáveis pela excitação 

dos materiais.  

 

Figura 18- Espectros de excitação de 1 e 2 na região do NIR, adquiridos a temperatura 

ambiente, monitorando suas emissões em 460 nm. 

 

A Figura 19 mostra os espectros de emissão de UC de 1 e 2, adquiridos a temperatura 

ambiente, sob excitação na região do NIR. Os espectros de emissão UC de 1 e 2 mostram 

bandas largas centradas em 470 e 460 nm, sob excitação de 750 nm. As propriedades de UC 

de C-Dots, como descrito anteriormente, ainda são um assunto bastante polêmico. Os 

espectros de emissão de UC mostram emissões dependentes do comprimento de onda de 

excitação, semelhantemente ao descrito para materiais similares.
79

 Esses resultados tornam 

nossos nanomateriais de interesse para o desenvolvimento de novos compósitos 

fotocatalisadores, de células solares, e, especialmente, para aplicações em meios biológicos.
23
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Figura 19-(a) e (b): espectros de emissão de UC de 1 e 2, a temperatura ambiente, pH = 6, 

sob excitação na região do NIR. 

 

Por último, 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 superfície, devido ao maior grau de oxidação a ele imposto pela rota 

sintética, o que aumenta sua solubilidade em água, quando comparado a 2. A figura 20 exibe 

as imagens de células de câncer de mama (MCF-7). 
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Figura 20- Experimentos de bioimageamento usando os C-dots 1 em células MCF-7 (λex= 

405 nm). (a) e (b) mostram os padrões de coloração (verde) para células fixadas e vivas, 

respectivamente. (c) e (d) exibem a sobreposição entre 1 e a coloração do DNA com DAPI. 

C-Dots 1 e DAPI são responsáveis pelas emissões verde (λem= 495 nm) e azul, 

respectivamente. Barras de referência: 10 µm para (a) e (c) e 25 µm para (b) e (d). 

 

Um padrão de coloração típico de biosondas não seletivas foi observado nos 

citoplasmas celulares de ambas as amostras (células fixadas e vivas). Observou-se também 

uma característica muito interessante quando os núcleos das células foram analisados. O sinal 

de fluorescência é fortemente associado à região do nucléolo nas amostras de células vivas. 

Isto porque os C-Dots 1 provaram ser capazes de corar os nucléolos, como é mostrado nas 

figuras 20 (b) e (d). Nucléolos são regiões dos núcleos de alta atividade, e que contêm vários 

complexos enzimáticos que desempenham papéis fundamentais na homeostase celular.
82

 A 

consequência disso é a diferente composição química dessa região, o que permitiu o maior 

acúmulo dos C-Dots. As amostras de células vivas e fixadas também mostraram uma ligeira 

coloração associada à região do citoplasma, próxima aos núcleos. Entretanto, a coloração dos 

nucléolos é bem mais intensa, e não se confunde com a fluorescência do citoplasma. A 
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importância destes resultados é que existem poucas substâncias capazes de marcar o nucléolo 

das células. A maioria delas é constituída de corantes orgânicos de alto custo e que exigem 

condições específicas de armazenamento,
83

 ao contrário de nossos nanomateriais. Kang e 

colaboradores reportaram um comportamento semelhante, também para materiais 

carbonáceos, em experimentos de bioimageamento com células HeLa.
84

 

O estudo relatado nesta dissertação foi publicado por nosso grupo recentemente.
85

 O 

texto do artigo em questão encontra-se em anexos. 
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5. Conclusões  

 

C-Dots foram produzidos, com êxito, a partir de bagaço de malte através de duas rotas 

sintéticas distintas. As nanopartículas resultantes apresentaram boa solubilidade aquosa e 

propriedades ópticas de alto interesse para as mais diversas destinações. As sínteses aqui 

reportadas transformam matéria-prima de baixo valor agregado em materiais de alta 

tecnologia e são uma possibilidade para a melhoria da sustentabilidade do processo de 

produção de cerveja.  

Os nanomateriais mostraram-se estruturalmente semelhantes entre si, como 

demonstraram os experimentos de MET, IV e espectroscopia Raman. Todavia, suas 

propriedades espectroscópicas manifestaram diferenças condizentes com seus distintos graus 

de oxidação superficial impostos pelas rotas de síntese.  

Os C-Dots 1 foram escolhidos para serem testados em experimentos de 

bioimageamento em células MCF-7. O resultado foi uma maior acumulação das partículas na 

região do nucléolo celular. Esse comportamento demonstra a potencialidade de 1 para 

utilização em experiências envolvendo imageamento celular e fornece uma nova ferramenta 

para estudos nucleares. Vale ressaltar que existem poucas moléculas disponíveis 

comercialmente capazes de corar o nucléolo celular seletivamente. 

Ademais, a fotoluminescência UC apresentada pelos C-Dots confere-lhes potencial 

tanto para uso no desenvolvimento de novos compósitos fotocatalisadores e células solares, 

quanto para aplicações em meio biológico como aquelas envolvendo imageamento celular por 

microscopia de fluorescência, por exemplo.  
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6. Perspectivas 

 

Os resultados reportados nesta dissertação demonstram o potencial dos C-Dots produzidos a 

partir de bagaço de malte para as mais diversas aplicações, inclusive para o carreamento de 

fármacos.  

Por outro lado, a leishmaniose é uma das doenças que afligem países de climas 

tropicais e subtropicais e já foi classificada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como 

uma das mais negligenciadas do mundo.
86

 No Brasil, os casos de leishmaniose estão 

distribuídos por quatro das cinco regiões geográficas,
87

 e, sem dúvidas, é um problema de 

saúde pública.  

Os fármacos mais amplamente utilizados contra a leishmaniose são os antimoniais, 

que têm como limitação a alta toxicidade ao ser humano. Além desses, formulações de 

Anfotericina B (AnB) são usadas especialmente em casos de Leishmania resistente aos 

antimoniais e em pacientes com sistema imunológico comprometido,
88

 apesar de essas 

formulações apresentarem altos preço e toxicidade.
89

  

Sem dúvidas, o tratamento da leishmaniose carece de soluções que atendam às 

necessidades das regiões mais pobres do mundo, onde essa doença é um problema. A alta 

toxicidade dos remédios com valores acessíveis aumenta os índices de desistência do 

tratamento e mortalidade da doença. Outro fator que compromete as taxas de cura das 

infecções causadas pela Leishmania é a dificuldade na diagnose da doença que leva à sua 

detecção tardia.
90

  

Os recém-descobertos C-Dots vêm sendo usados, com sucesso, no carreamento de 

fármacos.
50

  Esses nanomateriais são inertes quimicamente e não tóxicos em condições 

fisiológicas.
52

 Nossa proposta é avaliar, futuramente, a eficácia e a toxicidade de formulações 

que utilizem C-Dots no carreamento de antimoniais e AnB.  Ambicionamos, também, 

investigar a possibilidade de utilização dessas formulações na diagnose da doença. 
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