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RESUMO

Pontos de carbono (PCs) sdao nanoparticulas produzidas a partir de fontes de carbono e
tem atraido grande atencao nos ultimos anos devido suas propriedades de fotoluminescéncia,
bem como biocompatibilidade, baixo custo na rota sintética e fotoestabilidade. Atualmente,
alguns estudos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo do melhor entendimento das
propriedades estruturais e Opticas, visto que hé inimeras metodologias de obtencdo dos PCs,
que influenciam diretamente nas propriedades citadas. Sendo assim, em nosso trabalho buscou-
se avaliar as propriedades estruturais e Opticas utilizando-se os precursores carbonaceos tais
como a o-fenilenodiamina (OPDA) para obtencdo dos PCs-OPDA e o acido 3,4-
diaminobenzoico (3,4-DABA) para obtengdo do PCs 3,4-DABA, no qual foram submetidos a
mesma condicao de rota sintética via irradiagao em micro-ondas domésticos. Os PCs-OPDA e
PCs 3,4-DABA foram inicialmente caraterizados quanto as suas propriedades estruturais pela
espectroscopia na regido do Infravermelho (IV), inferindo-se que os grupos funcionais
presentes nas superficies dos PCs sintetizados sdo diferentes, a espectroscopia Raman
possibilitou discutir informagdes sobre a grafitizacdo do nucleo de carbono dos PCs, no qual os
resultados obtidos apresentaram nucleo de carbono incompletos, pela analise de difracao de
raios X de pd (DRX) e andlise termogravimétrica (TGA), obteve-se um carater de PCs
policristalinos, dando indicios que os PCs em nosso trabalho apresentavam estruturas referentes
aos pontos de polimeros carbonizados (CPDs), na microscopia de for¢a atdmica (AFM) os
tamanhos das nanoparticulas foram na ordem de 5,02 + 1,03 nm para PCs-OPDA ¢ 14,01 +
1,21 nm para PCs 3,4-DABA. As propriedades oOpticas foram estudadas a partir da
espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV/Vis) e espectroscopia de fluorescéncia,
confirmando a formagao de CPDs, visto que a emissdo de fluorescéncia apresentou um perfil
independente do comprimento de onda de excitagcao para ambos os PCs. Sendo a emissao na
regido do amarelo para os PCs-OPDA e verde para os PCs 3,4-DABA. Outros estudos acerca
da emissdao de fluorescéncia foram realizados, tais como avaliagdo da intensidade de
fluorescéncia em fun¢do do pH, avaliagdo da regido de fluorescéncia em solvatocromismo,
avaliagdo da intensidade de fluorescéncia em relagdo a temperatura, o rendimento quantico de
fluorescéncia para PCs-OPDA foi de 17% e para PCs 3,4-DABA de 2,98% e os estudos de
viabilidade celular dos PCs sintetizados demostraram citotoxicidade para linhagens tumorais

B16F10 e A375 na faixa de concentracdo de estudo.

Palavras-chave: Pontos de carbono; micro-ondas doméstico; fluorescéncia; pontos de

polimeros carbonizados.



ABSTRACT

Carbon dots (PCs) are nanoparticles produced from carbon sources and have attracted
great attention in recent years due to their photoluminescence properties, as well as
biocompatibility, low cost in the synthetic route, and photostability. Currently, some studies are
being developed with the objective of better understanding the structural and optical properties,
since there are numerous methodologies for obtaining PCs, which directly influence the
aforementioned properties. Therefore, in our work, we sought to evaluate the structural and
optical properties using carbonaceous precursors such as o-phenylenediamine (OPDA) to
obtain PCs-OPDA and 3,4-diaminobenzoic acid (3,4-DABA) to obtain PCs 3,4-DABA, in
which they were submitted to the same synthetic route condition via irradiation in domestic
microwaves. The PCs-OPDA and PCs 3,4-DABA were initially characterized in terms of their
structural properties by spectroscopy in the Infrared (IR) region, inferring that the functional
groups present on the surfaces of the synthesized PCs are different, Raman spectroscopy made
it possible to discuss information on the graphitization of the carbon core of PCs, in which the
results obtained showed incomplete carbon core, by powder X-ray diffraction (XRD) and
thermogravimetric analysis (TGA), a character of polycrystalline PCs was obtained, indicating
that the PCs in our work presented structures referring to the carbonized polymer dots (CPDs),
in the atomic force microscopy (AFM) the sizes of the nanoparticles were in the order of 5.02
+ 1.03 nm for PCs-OPDA and 14.01 £ 1.21 nm for PCs 3,4-DABA. The optical properties were
studied using ultra and visible violet (UV/Vis) spectroscopy and fluorescence spectroscopy,
confirming the formation of CPDs, since the fluorescence emission presented a profile
independent of the excitation wavelength for both the PCs. The emission is in the region of
yellow for PCs-OPDA and green for PCs 3,4-DABA. Other studies on fluorescence emission
were carried out, such as evaluation of fluorescence intensity as a function of pH, evaluation of
the fluorescence region in solvatochromism, evaluation of fluorescence intensity about
temperature, the quantum yield of fluorescence for PCs-OPDA was 17% and for PCs 3,4-
DABA of 2.98% and the cell viability studies of the synthesized PCs showed cytotoxicity for

B16F10 and A375 tumor lines in the study concentration range.

Keywords: Carbon dots; domestic microwaves; fluorescenc; carbonized polymer dots.
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1 INTRODUCAO
1.1 Pontos de carbono

Os pontos de carbono (PCs) sio uma classe de nanoparticulas formadas
predominantemente por atomos de carbono. A descoberta desse novo material ocorreu a
primeira vez em 2004 por Xu e colaboradores durante o processo de purificagao de nanotubos
de carbono. Desde entdo estudos relacionados aos PCs vém ganhando destaque, principalmente
por apresentarem propriedades Opticas intrinsecas como a fotoluminescéncia ajustavel, a
solubilidade em meio aquoso, biocompatibilidade e técnicas simples de obtencdo (SAJINI et
al.,2021; XU et al., 2004)

A estrutura dos PCs (Figura 1), descrita por PARK et al., 2016, consiste em um nucleo
formado por estruturas de estrutura de grafite e/ou grafeno com carbonos hibridos sp? e sp>. Em
sua superficie, sdo encontrados grupos funcionais distintos, como os grupos hidroxilas,
carbonilas, carboxilas e aminas, que s@o oriundos da fonte carbonacea utilizada no processo de

sintese.

Figura 1 - Representagdo da estrutura dos PCs.
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Fonte: Adaptagdo da Literatura (PARK, et al., 2016).

Entretanto, como consequéncia dos varios estudos relacionados aos PCs, diversas
terminologias surgiram para referenciar o nanomaterial a depender da fonte carbonécea e a

metodologia de preparacdao, como pontos quanticos de grafeno (PQGs), pontos de carbono
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(PCs), nanopontos de carbono (CNDs), pontos quanticos de carbono (PQCs) e pontos de
polimero carbonizado (CPDs) (LIU et al., 2020).

Na literatura de Yang e colaboradores 2020, os PCs sao divididos em trés classes a partir
da estrutura do nucleo, sendo os PQGs contendo em seu nucleo uma estrutura de grafeno e
grupos funcionais nas superficies, que sdo originados dos precursores utilizados e das fontes de
carbono atribuida a sintese, podendo ser obtidos até como subprodutos de uma determinada
reacdo. Os CNDs possuem uma forma esférica e podem ter uma rede cristalina semelhante a
grafite em pontos de carbono (PCs) ou uma estrutura de carbono amorfo. Os CPDs, por outro
lado, podem apresentar em seu nucleo polimeros reticulados/agregados ou cadeias poliméricas
agregadas em torno de um nucleo de carbono, além do baixo grau de grafitizacdo no nucleo
(XU & LIU, 2021; ZENG et al., 2021; LIU et al.,2020) A Figura 2 ilustra as diferencas

estruturais apresentadas no nacleo dos PQGs, CNDs e CPDs.

Figura 2 - Representacdo do nucleo das trés classes de pontos de carbono (PCs), sendo, os
pontos quanticos de grafeno (PQGs), os nanopontos de carbono (CNDs) e os pontos de

polimero (CPDs).

Pantos guinticas de grafens

Pontos de
carbono

Fonte: Adaptado da Literatura (ZHU et al., 2015).

Sendo assim, os métodos de sintese e os precursores utilizados para formacao dos PCs
sdo de extrema importancia, uma vez que o mesmo precursor, dependendo da abordagem
utilizada, ¢ capaz de produzir PCs com diferentes propriedades e estruturas (WANG et al.,

2014).
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1.2 Métodos de sintese e formacao dos PCs

Na literatura duas rotas sintéticas sdo descritas para obtencao dos PCs, sendo abordagem
top-down (de cima para baixo) e bottom-up (de baixo para cima) (Figura 3). No processo “top-
down”, utiliza-se estruturas de carbono com cadeias grandes que ¢ destruida para obter
nanoparticulas por métodos fisicos ou quimicos, enquanto a abordagem “bottom-up” se refere

principalmente a polimerizacdo e carbonizacdo de pequenas moléculas por meio de reacao

quimica (WANG et al., 2019)

Figura 3 - Esquema representando as rotas sintéticas dos PCs com abordagem top-down e

bottom-up.

Top-down ‘ "! Bottom-up

el =

%rf ﬁ'%%‘?ofm’o’o’oa‘

Moléculas
organicas

Hidrotermal

Micro-ondas
Descarga

de arco ' PCs R
(Pontos
de carbono) v
i

Fonte: Adaptacdo da Literatura (DE, ef al., 2017).

Precursores
de carbono

A abordagem fop-down incluem precursores como nanotubos de carbono, fibras de carbono,
fuligem de pneus, e incluem metodologias tais como, ablacdo a laser, eletrooxidagdo,
tratamento com plasma e descarga a arco (HUO et al., 2021).

Os precursores que podem ser utilizados na abordagem bottom-up vao desde pequenas
moléculas organicas, polimeros, até materiais naturais como o pimentio (BORRAS et al.,
2021), gengibre (ISNAENI et al., 2018), batata-doce (SHEN et al., 2017), e os residuos verdes,
como a goma de caju crua (PIRES et al., 2015), sacarose (SAVCHENKO et al., 2022) e rosas
(WAN et al.,, 2019). E incluem métodos tais como, irradiagdo micro-ondas, métodos
solvotérmico ou hidrotérmico e pirdlise a partir da carbonizacdo (VAZ et al., 2015; KHAYAL
etal.,2021).
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O método hidrotérmico através do aquecimento por micro-ondas tem-se mostrado eficaz
pelo baixo custo e facilidade de manipulacao, proporcionando um tratamento térmico e o
processo de carbonizagdo em questdes de minutos, permitindo assim a formagdo de materiais
com diferentes morfologias, em baixas temperaturas, além de ser realizado a sintese em apenas
uma etapa (LIU et al., 2018).

As reacdes quimicas que sdo provenientes da irradiacdo via micro-ondas advém da
capacidade das moléculas polares absorverem radiagdo micro-ondas e converté-las em calor
por aquecimento dielétrico. Este fenomeno acontece devido a polarizacdo dielétrica e perda de
condugdo, onde as moléculas polares, que possuem um momento de dipolo elétrico, sofrem
rotacdo molecular quando irradiadas (DE MEDEIROS et al., 2019).

A capacidade de uma substancia converter energia eletromagnética dada pelo micro-ondas
em calor ¢ expressa pelo fator de perda (tan 9), uma varidvel que classifica os solventes como
absorvedores de micro-ondas fortes, médios ou fracos. Quanto maior o tan 6 de um determinado
solvente, mais rapido e mais eficiente seu processo de aquecimento por micro-ondas. Os
solventes utilizados nesse trabalho foram o etanol e a 4gua, no qual de acordo com Naccache e
colaborares 2019, o etanol ¢ um forte absorvedor de irradiacdes micro-onda (tan 6 = 0,9) e a
agua ¢ um solvente médio (tan 6 = 0,1) (DE MEDEIROS et al., 2019). Sendo assim, a
formacao dos PCs via micro-ondas, estd relacionada com a polaridade do solvente e a sua
interagdo com o precursor, permitindo assim, a formacao de diferentes nanoparticulas.

Os mecanismos que envolvem a nucleacao e formagao dos PCs ainda ¢ algo incerto, devido
a grande quantidade de precursores que podem ser empregados durante o processo de sintese e
das diferentes técnicas que podem ser adotadas (KHAYAL et al., 2021). No mais, a hipotese
mais aceita ¢ de que eles sdo originados a partir da carbonizagdo de aglomerados poliméricos,
como demonstrado na Figura 4. No processo de carbonizagao, as moléculas contendo grupos
imina, carboxila e hidroxila reagem primeiro entre si por polimerizacdo, para formarem
pequenos aglomerados reticulares de polimeros que, em seguida, sofrem carbonizagdo (XIA et
al., 2019). O processo de carbonizagdo ¢ uma combinacdo de reacdes de desidratacido,
descarboxilagdo e desidrogenacao, que ¢ dependente da temperatura de reacao. O tamanho e o
grau de grafitizacdo dos PCs podem ser influenciados pela carbonizagdo e pelas condigoes de
desidratagdo, que podem interferir nas propriedades fotoluminescentes dos PCs (XIA et al.,

2019).
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Figura 4 - Esquema representando a polimerizacdo e carbonizacdo via método hidrotermal de

pontos de carbono.

Grau de Carbonizagéo

Precursor S
Polimerizacdo

Fonte: Adaptacao da Literatura (ZENG et al., 2021).

1.3 Propriedades dos PCs via irradiacio em micro-ondas

No trabalho de Liu e colaborares 2016, utilizaram-se como precursor a molécula
organica o-fenilenodiamina (OPDA) e agua para obtengdo dos PCs via irradiagdo em micro-
ondas assistido durante 20 minutos, no qual os PCs demonstraram um comportamento
fotoluminescente dependente da excitagdo e excelente solubilidade em agua devido a alguns
grupos funcionais como aminas e hidroxilas na superficie. A emissdo de fluorescéncia aparece
em 573 nm quando a solucdo dos PCs ¢ excitada em 400 nm, e o rendimento quantico do
nanomaterial foi de 38,5%. A aplicabilidade nesse trabalho foi na area analitica para deteccao
de Fe*" e H,0,, atuando assim como uma espécie de sonda, também se utilizou os PCs em
células SW480, onde foi possivel obter a fluorescéncia do nanomaterial nas células.

Xiao e colaboradores 2014, partiu-se do precursor benzenodiois (catecol, resorcinol e
hidroquinona) e acido sulfarico pelo método assistido por micro-ondas durante 2 minutos. Em
seu estudo apresentou-se as diferencgas nas propriedades quimicas e fluorescentes dos PCs,
causadas pelos precursores que apresentam diferengas estruturais. Os rendimentos quanticos
dos trés tipos de PCs derivados de catecol, resorcinol e hidroquinona apresentaram valores em
9,2%, 42,8% e 26,5.

Peng e colaboradores 2022, realizou um estudo para obter PCs em escala de quilogramas
a partir da mistura de o-fenilenodiamina (OPDA), acido cloridrico, hidroperdxido de ferc-butila
e agua deionizada via micro-ondas, na temperatura 150 ° C por 20 min. Ao analisar o produto
formado, observou-se que as moléculas de OPDA podem se autocondensar para formar 2,3-
diaminofenazina (com emissdo de fluorescéncia em 568 nm) em condicOes acidas, e as

moléculas de 2,3-diaminofenazina podem ainda polimerizar para formar dimeros (com emissao
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de fluorescéncia em 626 nm) (Figura 5). Nesse estudo também, utilizaram-se a metodologia
hidrotermal em autoclave durante 12 horas, no qual obteve-se ao final, uma outra estrutura de

PCs, inferindo que diferentes metodologias formam diferentes produtos.

Figura S - Esquema representando a rota sintética adotada no trabalho de Pen e colaboradores

2022.
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Fonte: Adaptacdo da Literatura (Ji et al., 2022).

O grupo de Xu em 2017 realizou um estudo sistematico sobre a correlacdo entre a
temperatura de reagdo, tempo e diferentes tipos de formagdes de PCs através da sintese assistida
por micro-ondas. No qual foi possivel constatar que em baixas temperaturas (60 °C), os
nanopontos de polimeros de pequenas moléculas organicas cujo centro de fotoluminescéncia ¢
o estado da molécula, foram obtidos com rendimento quantico superior a 51,61%. Com o
aumento da temperatura até 200 ° C, os produtos intermedidrios de transicdo chamados
nanopontos de carbono comecaram a aparecer. Prolongando o tempo de sintese, os PCs sdo
finalmente formados, e sua maior fotoluminescéncia surge do nucleo de carbono. Nesse
trabalho ¢ possivel identificar diferentes estruturas em uma mesma rota sintética variando

apenas os parametros, tempo e temperatura (Figura 6).
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Figura 6 - Ilustragdo esquematica do processo de formacdo dos PCs em relagdo ao tempo e

temperatura de irradiagdo via micro-ondas.
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Fonte: Adaptagdo da Literatura (He et al., 2017).

Conforme descrito nos trabalhos citados a partir das irradiagdes micro-ondas € possivel
notar que diferentes precursores, tempos de reagdo e temperaturas, influenciam diretamente nas
propriedades Opticas e estruturais dos PCs. Sendo assim, ¢ de extrema importancia estudar o

mecanismo de fluorescéncia que sao atribuidos para cada PCs sintetizado.
1.4 Mecanismo de fluorescéncia para os PCs

A propriedade apresentada pelos PCs que mais desperta interesse dos cientistas € a sua
propriedade de luminescéncia (KHAYAL ef al., 2021). Entretanto o mecanismo de
luminescéncia ainda nao ¢ bem esclarecido e permanece em aberto na literatura. Essas
dificuldades estdo relacionadas, principalmente, pelas inimeras possibilidades de formagao
utilizando diferentes precursores e varias rotas de sintese, tornando-se um sistema complexo
para ser definido com uma tnica teoria de mecanismo de emissao.

Atualmente, os mecanismos de luminescéncia mais aceitos sao o estado de superficie,
efeito de confinamento quantico e estados moleculares (YAN et al., 2019; LIU, et al., 2019).

O efeito de confinamento quantico ¢ um mecanismo de luminescéncia relatado para
materiais semicondutores, os pontos quanticos, de escala nanométrica e que apresentam
dimensodes zero. Esse efeito estd relacionado com a diferenga de energia existente entre as
bandas de valéncia e bandas de condugdo, o bandgap, que ocorre em virtude do tamanho dos
em escala nanométrica. Em PCs esse mecanismo aparece em estrutura que contém grandes
dominios © conjugados e poucos grupos funcionais de superficie, no qual o tamanho dessas

nanoparticulas influéncia nas trés dimensdes do espago, sendo estas, altura, largura e o
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comprimento, fazendo com que os movimento dos elétrons deslocalizados entre os niveis de
energia quantizados se torne limitado e conforme o tamanho diminuiu o bandgap aumenta
(Figura 7), resultando na alteracao das propriedades Opticas e eletronicas dos PCs (SOUZA,

2021).

Figura 7 - Ilustragdo do confinamento quéntico em relagdo ao tamanho das particulas.
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Fonte: (MONTEIRO, 2019).

Yuan e colaborares 2017, sintetizaram PCs com emissdes na regido do azul (430 nm),
verde (513 nm), amarelo (535 nm), laranja (565 nm) e vermelho (604 nm), com tamanhos
médios de 1,95, 2,41, 3,78, 4,90 e 6,68 nm, respectivamente. Sendo possivel observar que a
medida que os PCs aumentam de tamanho, o dominio © conjugado aumenta, o bandgap diminui
gradualmente, resultando na emissdo de fluorescéncia ajustavel da regido do azul para o
vermelho, inferindo a possibilidade do efeito de confinamento quantico na emissdao de
fluorescéncia.

Outro mecanismo de fluorescéncia citado € proveniente dos estados de superficie, que
sdo gerados a partir da oxidagdo da superficie no processo de sintese. Os estados de superficie
sdo originados, principalmente, pela oxidagdo da superficie atuando como armadilhas, quanto
maior o grau de oxidacao da superficie, ou seja, quanto mais oxigénio presente na superficie,
maior a quantidade de defeitos e armadilhas gerados na estrutura. A emissdo proveniente dos
estados de superficie ocorre pelo relaxamento da radiagdo do estado excitado para o estado

fundamental (YUAN et al., 2018; ALI et al., 2020).
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No trabalho de Ding e colaboradores (2017), foram sintetizados diferentes PCs
fotoluminescentes via sintese hidrotermal, e observaram que os PCs tinham tamanho de
particula e nucleo de carbono semelhantes, mas grau de oxidagcdo do estado da superficie
distintos, que resultou em um desvio para o vermelho em sua emissdo de fluorescéncia, na
regido de 440 para 625 nm e isso ocorreu devido ao aumento da incorporacao de espécies de

oxigénio em suas estruturas de superficie (Figura 8).

Figura 8 - Esquema da sintese dos PCs no trabalho de Ding e colaboradores 2017.
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Fonte: (LIMA, 2020).

Como citado no processo de formagao dos PCs, durante o processo de polimerizagio-
carboniza¢@o na sintese dos PCs, pode-se formar estruturas hibridas polimeros/carbonos com
redes poliméricas na superficie, denominado estados moleculares. No qual, fragmentos
estruturais dos precursores podem ser retidos nos produtos dos PCs, afetando diretamente a
estrutura e as propriedades de luminescéncia. Em alguns casos, a superficie passivada da rede
polimérica ou das moléculas organicas dominam as propriedades Opticas dos PCs devido a
passivacdo dos locais de estados de superficie e a formagdo do nivel de energia da superficie
(XTA et al., 2019).

No trabalho de Ostrikov e colaboradores 2021, a emissao de fluorescéncia surge a partir
da oxidagdo do precursor o-fenilenodiamina em 2,3-diaminofenazin, no qual sugere que os
produtos fluoroforos da conversdo dos precursores (estados moleculares) sdo determinantes

para as propriedades de luminescéncia dos PCs (Figura 9).
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Figura 9 - Mecanismo de emissdo dos PCs quando se forma uma estrutura hibrida, ou seja,

cadeias de polimeros na superficie que sdo denominados estados moleculares.

Fonte: (ZHANG et al., 2020).

Portanto, dependendo da estrutura formada na rota sintética, diferentes mecanismos
podem ser atribuidos, e consequentemente diferentes emissdes de fluorescéncia podem surgir,
tal como, o mecanismo band gap geralmente apresenta emissdo na regido do Ultravioleta, o
estado de superficie geralmente emite na regido do azul e os estados moleculares geralmente

emitem na regido do verde ou amarelo (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo do mecanismo de fluorescéncia dos PCs dependendo da sua

estrutura formada na rota sintética.

==
b ,'_."_'/‘F-u"/:;é’—:
M =
= =
Emissdo . ”
no UV Emissio no azul
% Emissio no verde
ﬁ‘_. i — » ou amarelu_._,-‘._:' —
! o A f
] o e 7
E—— W f. H—
= p/ o =
Estado do nucleo P o, &g &/
Estados de superficie Estados moleculares

Fonte: Adaptacdo da literatura (ZHU et al., 2019).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo sintetizar e caracterizar pontos de carbono (PCs) a partir de
diferentes precursores carbonéaceos sob irradiagdo em micro-ondas doméstico. Os precursores
carbonaceos propostos sdo o-fenilenodiamina (OPDA) e o 4cido 3,4-diaminobenzoico (3,4-
DABA) (Figura 11), na qual as estruturas se diferem pela presenga de um carboxilato na

estrutura do DABA.

Figura 11 - Estruturas quimicas dos precursores carbonaceos OPDA(a) e 3,4-DABA (b).

O OH

(a) (b)

NH,

NH
2 NH

Fonte: Autora.

2.1 Objetivos especificos

e Caracterizar a estrutura dos pontos de carbono utilizando técnicas tais como:
espectroscopia na regiao do Infravermelho (IV), espectroscopia Raman, Difra¢dao de
raio-X de p6 (DRX), Andlise Termogavimétrica (TGA), Forga Atdmica (AFM) e
potencial zeta.

e Caracterizar as propriedades fotoluminescente dos pontos de carbono utilizando
técnicas como: espectroscopia na regido do UV/Vis, excitagdo e emissdo de
fluorescéncia, rendimento quantico de fluorescéncia, intensidade e emissdo de
fluorescéncia em funcdo do pH, solvatocromismo, intensidade de fluorescéncia
variando a temperatura e tempo de vida.

e Avaliagdo da citotoxicidade in vitro dos nanomateriais sintetizados frente a linhagem
celular BI6F10 e melanoma humana da linhagem A375.

e Avaliagdo da morfologia celular.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Os reagentes utilizados para obtengdo dos PCs foram a o-fenilenodiamina (98%) e 4cido
3,4-diaminobenzoico (97%) com procedéncia da Aldrich Chemicals. Alcool etilico PA
proveniente da Chemicals. As solu¢des aquosas foram preparadas com agua ultrapura (ASTM
tipo I, com resistividade > 18,3 MQ cm), obtida a partir de um sistema de ultrapurificacao
Megapurity® (Billerica, MA, EUA). Para o estudo de solvatocromismo, utilizou-se a acetona
(99,5%) procedéncia da Isofar, a dimetilformamida (DMF-95%) da Vetec, o dimetilsulféxido
(DMS0-99,9%) da Neon e o alcool metilico P.A da Isofar.

3.1 Sintese dos pontos de carbono (PCs)

Os PCs-OPDA foram obtidos a partir da dissolucao de 0,150 g do precursor OPDA em
uma solucdo contendo 50% (v/v) etanol e dgua (H>O), especificamente 10 mL de ambos os
solventes. Posteriormente, a solu¢do resultante foi submetida a irradiagdo em micro-ondas
doméstico, da marca Midea em poténcia maxima (700 W), durante 5,5 minutos (Figura 12).
Vale ressaltar que o processo de irradiacdo ndo foi em uma unica etapa, isto €, os 5 minutos
direto de irradiagdo, de tempos em tempos (aproximadamente 50 segundos) retirava a solucao,
agitava manualmente com o auxilio de uma luva de silicione e retornava ao micro-ondas
doméstico, além disso, acrescentava mais solug¢do (50% etanol e H,O) quando o volume era
reduzido. Apds o tempo total, o produto formado foi resuspendido em agua (10 mL) e
submetido a estufa de secagem durante 24 horas a 50 °C para obtencdo de um so6lido amarelo

brilhante.
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Figura 12 - Sintese dos PCs-OPDA obtidos pelo método hidrotermal em micro-ondas

doméstico.
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Fonte: Autora.

Os PCs-OPDA foram purificados em duas etapas, no qual a primeira etapa utilizou-se a
cromatografia em coluna com base na literatura de Michaud et a/ e a segunda etapa utilizou-se
filtro de seringa com poro de 0,20 um (Kasvi). Para o preparo da coluna empregou-se a silica-
gel com tamanho de poro 60 A e tamanho de particula de 200-500 mesh (Sigma-Aldrich), o
solido PCs-OPDA foi dissolvido em acetonitrila (AC) e as condigdes de eluigdes foram 100%
AC e a ultima fracdo 80% AC + 20% H>O (Figura 13). As fracdes obtidas na primeira etapa
foram evaporadas na estufa de secagem para obtengdo do solido e apds esse processo, as
mesmas foram purificadas com filtro de seringa, e ao final a solu¢do foi novamente submetida

a estufa de secagem para obtencao do sdlido amarelo purificado.
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Figura 13 - Imagem da coluna cromatografica para purificacdo dos PCs-OPDA.

Fonte: Autora.

Para a sintese dos PCs-DABA, pesou-se 0,150 g de 3,4-DABA e em seguida, dissolveu-
se em uma solugdo contendo 50% etanol e H»>O. Posteriormente, a solugdo resultante foi
submetida a irradiacdo de micro-ondas doméstico, da marca Midea em poténcia méxima (700
W), durante 8 minutos. Vale ressaltar que o processo de irradia¢do nao foi em uma unica etapa,
isto €, os 8 minutos direto de irradiagdo, de tempos em tempos (aproximadamente 50 segundos)
retirava a solugdo, agitava manualmente com o auxilio de uma luva de silicione e retornava ao
micro-ondas doméstico, além disso, acrescentava mais solugdo (50% etanol ¢ H>O) quando o
volume era reduzido. Apds o tempo total de irradiagdo, ocorreu a precipitagdo de um soélido
com coloracdo vermelho terroso. A suspensdo aquosa foi mantida em repouso em refrigerador
(~5 °C) durante 24h, para precipitagio total do solido cristalino. O so6lido foi filtrado a vacuo e

seco em dessecador (Figura 14).
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Figura 14 - Sintese dos PCS-DABA obtidos pelo método hidrotermal em micro-ondas
doméstico.
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Fonte: Autora.

Os PCs 3,4-DABA filtrados foram purificados utilizando filtro de seringa com poro de
0,20 um (Kasvi), apds o solido ser dissolvido em dgua. Posteriormente a solucao foi submetida

a estufa de secagem para obtengao do sélido purificado.
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3.2 Caracterizacoes dos PCs

3.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier

acoplada a técnica de reflectincia total atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos utilizando-se
um espectrofotometro da marca Perkin Elmer®, de modelo FT-IR Frontier Single Range. O
equipamento utilizado pertence ao Grupo de Materiais Inorganicos do Triangulo (GMIT), do
Laboratorio de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM), do Instituto de Quimica
(IQ), da UFU. As amostras foram analisadas em estado solido, utilizando-se um acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, sendo submetidas a varredura

espectrofotométrica de 4000 a 220 cm™.

3.2.2 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman dos PCs foram obtidos utilizando-se um espectrofotdmetro
LabRAM HR Evolution, da marca Horiba Scientific. O equipamento utilizado pertence ao
Laboratorio de Equipamentos Multiusuarios do Instituto de Fisica (LM-INFIS), do Instituto de
Fisica (INFI), da UFU. As amostras de PCs em estado s6lido foram submetidas a varredura

espectrofotométrica na regido de 0 a 4000 cm .

3.2.3 Difrac¢ao de Raio X de po (DRX)

Os difratogramas dos PCs e de seus precursores foram obtidos em um difratometro
Shimadzu XRD-600 LabX, em uma poténcia de 40 Kv com uma corrente de 30 mA e
radiacdo Ko do Cu (1,5406 A). O equipamento utilizado pertence ao laboratério multiusuario

do Instituto de Quimica (IQ), da UFU.

3.2.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

As Analises Termogravimétricas dos PCs foram realizadas em um Analisador Térmico,
modelo DTG-60H, da Shimadzu, e um TGA 55, da TA Instruments. Nos ensaios, cerca de 5
mg dos PCs s6lidos foram aquecidos, em porta amostra de aluminio, entre 30 e 900 °C, na razao

de aquecimento de 5 °C min™!, sob atmosfera de nitrogénio em fluxo de 60 mL min™'. Os ensaios
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foram realizados no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios da Universidade Federal de

Uberlandia, Campus Pontal —- RELAM.

3.2.5 Microscopia de For¢a Atomica (AFM)

As analises de microscopia de forg¢a atomica dos PCs foram realizadas a partir da
varredura por uma sonda, utilizando-se um microscopio Shimadzu Scanning modelo SPM-9600
no modo AFM. As amostras de PCs foram suspensas em agua deionizada numa concentracao
de 0,1 mg/ml, gotejadas em placas de mica recém-clivadas (ScanSens®) e levadas ao
microscopio para a obtencdo das imagens. Os perfis das imagens foram obtidos utilizando-se o
software Gwyddion®. O equipamento utilizado pertence ao laboratério multiusudrio do

Instituto de Fisica (INFIS) da UFU.

3.2.6 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV/Vis)

Os espectros na regido do UV/Vis foram obtidos empregando-se um espectrofotdmetro
UV-Visivel-NIR Cary Series, da marca Agilent Technologies®. O equipamento utilizado
pertence ao Laboratorio de Equipamentos Multiusuérios do Pontal (RELAM), do Instituto de
Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU. As solu¢des contendo os PCs foram
submetidas a varredura espectrométrica de 800 a 200 nm, em uma cubeta de quartzo de 1,0 cm

de caminho 6ptico.

3.2.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissao de fluorescéncia dos PCs foram obtidos a partir da utilizagao
de um espectro fluorimetro Cary Eclipse, da marca Agilent Technologies®, empregando uma
cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico. Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Equipamentos Multiusuarios do Pontal (RELAM), do Instituto de Ciéncias
Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.



39

3.2.8 Estudo da intensidade e emissao de fluorescéncia dos PCs em funcao do

pH

Os estudos foram realizados em solugdo tampao Britton-Robison, como descrito por
BRITTON & ROBISON. As solugdes dos PCs em tampao foram preparadas qualitativamente,
sendo utilizado como parametro o valor da absorbancia < 0,3. No procedimento em questao,
avaliou-se a influéncia do pH sob a intensidade de fluorescéncia emitida pelos PCs, na faixa

entre 2 -12.
3.2.9 Rendimento quintico de fluorescéncia (®F)

Para determinag¢do do rendimento quantico de fluorescéncia foi utilizado o método
indireto, no qual foi utilizado padrdo de fluorescéncia com ®OF conhecido e solu¢des dos PCs
sintetizados. Nesse método as solucdes dos PCs e dos padrdes devem apresentar intensidade de
absorbancia com valor < 0,1. O rendimento quantico de fluorescéncia (®F) do PCs-OPDA foi
determinado, utilizando-se do padrio de fluoresceina preparada em NaOH em 0,1 mol L'
(PARVIN & MANDAL, 2017), sendo os espectros de fluorescéncia obtidos no intervalo de
500 a 800 nm com excitagdo em 491 nm, utilizando-se janelas de emissdo e excitagdo em 2,5 e
5. O rendimento quantico de fluorescéncia do PCs 3,4-DABA foi determinado utilizando-se do
padrao rodamina 6G (MANDAL et al., 2019), na qual foi preparado no solvente etanol, sendo
os espectros de fluorescéncia obtidos no intervalo de 500 a 800 nm com excitagdo em 488 nm,
utilizando-se janelas de emissdo e excitacdo em 5 e 2,5. Os padrdes de fluorescéncia para os
PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA foram diferentes visto que ambos apresentam diferentes regides
de absor¢ao na regido do UV/Vis. Posteriormente, as areas dos espectros de fluorescéncia foram
obtidas matematicamente através da integral do espectro obtidos pelo software do

espectrofluorimetro (Equagao 1).

of= (g G o

na

Os subscritos P e A se referem as solucdes padrdes e as solugdes aquosas dos PCs,
respectivamente, o simbolo ®F representa o valor de rendimento quantico de fluorescéncia,

Grad ¢ a area de intensidade de fluorescéncia integrada e n € o indice de refragdo do solvente.



40

3.2.10 Microscopia de imagem com tempo de vida de fluorescéncia

O tempo de vida de fluorescéncia dos PCs foram obtidos utilizando-se o método da
contagem de fotons unicos correlacionados com o tempo (TCSPC) a partir de duas técnicas,
sendo a técnica FLIM (Imagem de fluorescéncia vitalicia) e a técnica de fluorescéncia resolvida
no tempo. Na técnica FLIM utilizou-se solucdes aquosas dos PCs no estado excitado, em uma
cubeta de quartzo e excitando-os em 440 nm, com o microscopio MicroTime 200 da marca
PicoQuant. Para a técnica de fluorescéncia resolvida no tempo utilizou-se uma fonte de
excitacdo Tsunami 3950 Spectra Physics, laser de titdnio-safira e laser pulsado Millenia X
Spectra Physics, excitando-se as amostras em 427 nm. Para a finalizagdo dos dados, utilizou-se
o software Edinburgh Instruments®. O equipamento utilizado pertence ao grupo de

Fotobiofisica da Universidade de Sdo Paulo (USP).

3.2.11 Potencial zeta

As andlises de potencial zeta foram obtidas utilizando-se o equipamento da marca
Malvern Zetasizer da FCFRP — USP sob coordenacao da Profa. Dr®. Renata Fonseca Vianna
Lopez. Para a analise as amostras em suspensdo de PCs foram diluidas 10 vezes em agua

Ultrapura.

3.3 Estudo de viabilidade celular

O estudo de viabilidade celular foi realizado pelo Laboratério de Fisico-Quimica e
Bioinorganica (LAFQBIO) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto (FCFRP
- USP).

3.3.1 Linhagem celular e cultivo

As células de melanoma murino da linhagem B16F10 e cé¢lulas de melanoma humano
de linhagem A375 foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), L-glutamina (2 mM) e os antibidticos
penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). Estas foram mantidas em incubadora

umida com temperatura constante de 37°C e com 5% de CO..


https://sites.google.com/site/bioinorganicchem/
https://sites.google.com/site/bioinorganicchem/
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3.3.2 Ensaio de viabilidade celular — Método do MTT

Os efeitos dos PCs na viabilidade celular foram realizados em duas linhagens celulares
diferentes, sendo estudado frente as células B16F10 ¢ células de melanoma humano de
linhagem A375. Foram avaliadas através do uso do reagente MTT [3-(4,5-dimetiltiozol-2-
brometo de il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT) segundo Mosmann (1983), com modificagdes. As
células foram plaqueadas (1x10* células/pogo) em placas de 96 pocos estéreis e mantidas em
incubadora umida (37°C e 5% de CO2). Apds 24h, foram adicionados aos pocos as
concentragdes (de 2,5 a 0,15 mg/mL) do PCs OPDA ou DABA por mais 24 h nas mesmas
condicdes de cultivo descritas anteriormente. Apds o periodo, o sobrenadante foi removido e
foi adicionada uma solucao de 1 mg/mL de MTT por 4 h. Entdo, a solu¢do foi removida e os
cristais de formazan formados durante o periodo foram solubilizados em DMSO. A absorbancia
foi realizada em leitor de placa de ELISA em comprimento de onda de 540 nm. O software
GraphPad Prism versdo 8.0 foi utilizado para a andlise estatistica (foi realizada a andlise de

variancia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Dunnet).

3.3.3 Ensaio de morfologia celular

As células foram plaqueadas (1x10* células/poco) em placas de 96 pogos estéreis e
mantidas em incubadora imida (37°C e 5% de COz). Ap6s 24h, foram adicionados aos pogos
as concentragoes (de 2,5 a 0,15 mg/mL) do PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA por mais 24 h nas
mesmas condigdes de cultivo descritas anteriormente. Apds o periodo imagens foram
capturadas com auxilio de uma camera (Nikon DS-U3) acoplada ao microscopio Nikon Eclipse

Ti.
3.3.4 Ensaio de superoxido/reducio de NBT (Nitroblue tetrazolium)
Os ensaios de NBT foram realizados conforme descrito por de Lima 2019. Sendo

realizado com a linhagem celular A375, com adiacdo dos PCs em 24 h de incubacao, nas

concentragdes de 0,3 a 1,25 mg/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Sintese dos PCs

Os PCs propostos nesse trabalho foram preparados através do método hidrotermal
utilizando-se irradia¢ao via micro-ondas doméstico (HUO et al., 2021; KHAIROL et al., 2021).

Neste trabalho, o tempo de irradiagdo em micro-ondas doméstico para as solucdes
etandlicas dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA foram determinados a partir do estudo da avalia¢ao
do tempo de irradiacdo em func¢do da intensidade e regido de emissdo de fluorescéncia.

O estudo de variacdao do tempo de irradiagdo foi realizado com a finalidade de observar
se haveria mudancas significativas na intensidade e regido de emissao de fluorescéncia. Sendo
assim, aliquotas da solucao irradiada foram coletadas nas mesmas condigdes de volume para
comparagdo do resultado obtido.

Os tempos de irradiagdo da solu¢do de PCs-OPDA foram estudadas em: 5, 10, 15,20 e
25 minutos. Os resultados que estdo apresentadas na Figura 15 mostram que a variavel tempo
exerce uma influéncia sobre a intensidade e regido de emissao de fluorescéncia (Figura 15-B),
além de exercer uma influéncia no aumento da absorbancia (Figura 15-A). Entretanto, os
valores ndo foram tdo significativos, pois a absorbancia teve um aumento de 0,09 e a

intensidade de fluorescéncia um aumento de 60.

Figura 15 - Perfil espectral dos PCs-OPDA variando o tempo de irradiagdo na regido do

UV/Vis (A) e espectro de fluorescéncia (B).
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Pode-se observar também que a intensidade de fluorescéncia esta condizente com o
aumento da absorbancia das aliquotas analisadas, visto que o menor valor de absorbancia
apresenta a menor intensidade de fluorescéncia. Sendo assim, realizou-se um estudo variando
a concentragao da solu¢ao dos PCs-OPDA otimizando a irradiacdo em 5 minutos, para observar
se a intensidade de fluorescéncia também esta relacionada com a concentracao, indepentende
do tempo que ¢ submetida a irradiagao.

A Figura 16 apresenta o resultado variando a concentracdo, no qual infere que a
concentra¢do modifica a intensidade de fluorescéncia com valor mais significativo que a propria
irradiagdo, sendo a intensidade aumentada em mais de 100.

Desse modo, conclui-se que a intensidade de fluorescéncia sofre influéncia do tempo de
irradiacdo, entretanto, o valor da concentracdo influéncia mais significamente na intensidade,
como demostrado nos espectros da Figura 16, sendo assim, nossas sinteses foram otimizadas
em 5 minutos visto que ndo apresenta propriedades Opticas tao significativas irradiando mais

tempo.

Figura 16 - Perfil espectral dos PCs-OPDA variando as concentragdes.
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Fonte: Autora.

Durante o processo de irradiagdo foi possivel verificar a intensificagdo da colorag¢do das
solucdes etanodlicas de OPDA em relagdao ao tempo que estava sendo exposto a irradiagdo. As
Figuras 17 (B) evidencia tal afirmacdo, e com o intuito de verificar se alteracdo da coloragao

da solucdo era proveniente da formagao de PCs, as mesmas foram acompanhadas através da
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emissdo de fluorescéncia utilizando-se como fonte de excitacdo a lampada UV (365 nm),

conforme apresentados nas imagens das Figuras 17 (C).

Figura 17 - Imagens das solugdes de OPDA antes da carbonizagao(A), depois da carbonizagao

via irradiagdo em micro-ondas doméstico (B), e sob excitacdo da luz UV (365 nm) (C).

Fonte: Autora.

Os estudos do efeito do tempo de irradiagao para os PCs 3,4-DABA foram realizados
em cinco tempos diferentes: 5, 8, 15, 20 e 25, nas condi¢des 50 uL em 3 mL de agua deiozinada.
Os resultados apresentados na Figura 18 demonstram que a intensidade e regido de emissdo de
fluorescéncia ndo sofre mudancas significativas. Nos PCs 3,4-DABA os valores de absorbancia
ndo alteram significamente os valores de intensidade de fluorescéncia. Assim, o tempo de
irradiagdo proposto para os PCs 3,4-DABA nesse trabalho a partir desse estudo foi de 8
minutos, pois observa-se que a variavel tempo ndo influenciou significamente na intensidade e

regido de fluorescéncia.



45

Figura 18 - Perfil espectral dos PCs 3,4-DABA variando o tempo de irradiagdo na regido do
UV/Vis (A) e espectro de fluorescéncia (B).
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Para os PCs 3,4-DABA, também foi possivel verificar a intensificagdo da coloragdo das
solugdes etandlicas em relagdo ao tempo que estava sendo exposto a irradia¢do (Figuras 19 B)
e ao final foi possivel verificar a formacao de s6lidos (Figura 19 C). As Figuras 19 (D) apresenta

a emissdo de fluorescéncia utilizando-se como fonte de excitacdo a lampada UV (365 nm).

Figura 19 - Imagens das solugdes do 3,4-DABA antes da carbonizagdo(A), durante a
carbonizagdo via irradiagdo em micro-ondas doméstico(B), a formagdo do so6lido apds a

carbonizagdo (C) e sob influéncia da luz UV (365 nm) (D).

Fonte: Autora.
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Tendo em vista que o PCs-OPDA formados encontram-se em suspensdo aquosa
diferentemente do PCs 3,4-DABA que foram isolados em estado s6lido. Propusemos conforme
descrito na literatura (MICHAUD et al., 2021) a purificagdo do PCs-OPDA através de
cromatografia em coluna. Inicialmente, o processo de eluicdo foi realizado com 100% de
acetonitrila (AC), onde foi possivel isolar 5 fragdes que apresentam mesmo perfil espectral no
UV/Vis e emissao de fluorescéncia (Figura 20), evidenciando que nossa sintese para os PCs-

OPDA se obteve apenas uma espécie.

Figura 20 - Perfil espectral das fracdes obtidas nas condigdes 100% de acetonitrila e 80% AC
e 20 % H20 durante purificagdo, na regidao do UV/VIS (A) e perfil de emissao de fluorescéncia

(B) quando excitado em 420 nm, utilizando janelas de emissdo e excitacdo em 5/10.
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Fonte: Autora

Apos a obtengdo e purificagdo dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA, as etapas de

caracterizagdo foram divididas em: caracterizacao estrutural e de fotoluminescéncia.

4.2 Caracterizacoes estruturais dos PCs

4.2.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de Fourier

acoplada a técnica de reflectincia total atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foi empregada para obter informagdes
sobre os possiveis grupos funcionais presentes na superficie dos PCs sintetizados, visto que a

presenca de grupos funcionais e a introducdo de heteroatomos nas superficies dos PCs
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interfere diretamente em sua emissdo e intensidade de fluorescéncia, pois ocorre alteragcdo
na estrutura eletronica das nanoparticulas (PARK et al., 2016).

Analisando-se os perfis espectrais dos PCs-OPDA na regido do IV entre 4000 e 2000
cm’! (Figura 21- A), duas bandas estreitas podem ser observadas, sendo em torno de 3386/3360
cm!, podendo ser atribuidas ao alongamento assimétrico e simétrico da ligagdo N-H de aminas
primarias, revelando a presenca do grupo funcional amino na superficie dos PCs-OPDA. Os
estiramentos vibracionais correspondentes aos grupos O—H e N—H estao apresentadas em 3180
cm!, evidenciando a presen¢a de grupo hidroxilas na superficie dos PCs-OPDA. Observa-se
uma banda em 3030 cm™! correspondente ao estiramento C-H referente ao carbono hibrido sp?.
Os espectros de IV com varredura espectrofotométrica entre 2000 e 200 cm™ (Figura 21-B) é
possivel observar duas bandas em torno de 1634/1590 cm podendo ser atribuidos aos
estiramentos vibracionais C=0 e C=N respectivamente, proveniente da oxidacao da molécula
precursora, a banda em 1500 cm™ atribuida a vibracdo da ligagio C=C da estrutura aromética,
a banda em 1274 cm™! atribuida ao estiramento da ligagdo C-O e a banda em 740 cm™ atribuida
a ligacdo C-H do anel aromatico (HINTERBERGER, et al., 2018; TRIVEDI, et al., 2017;
SONG, et al., 2016; PAVIA, et al., 2015; GUPTA et al., 2013).

Figura 21 - Espectro de ATR para os PCs-OPDA em estado s6lido na regido de 4000 a 200
cm™ (A) e 2000 a 200 cm™ (B).
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Fonte: Autora.

Analisando-se os perfis espectrais dos PCs 3,4-DABA (Figura 22-A) na regido do
infravermelho com varredura espectrofotométrica entre 4000 e 2000 cm™' é possivel observar a

presenca de duas bandas na regiio em 3440 cm™ e 3425 cm™ no qual sdo atribuidas aos
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estiramentos vibracionais N-H, confirmando a presenca de grupos aminos na superficie dos
PCs 3,4-DABA. As bandas em 3316 cm! podem ser atribuidas as vibragdes de aminas
secundarias formadas no processo de sintese, caracterizado pelo estiramento N-H. A banda em
2968 cm! pode-se atribuir ao estiramento O-H, confirmando a presenca de grupos hidroxilicos
na superficie. Para as andlises dos espectros de infravermelho com varredura
espectrofotométrica entre 2000 e 200 cm™ (Figura 22-B) ¢ possivel notar bandas em 1613
cm! atribuidos ao estiramento C=0, confirmando a presenca do grupo funcional carboxilato, a
banda em 1512 cm™' atribuida ao estiramento C=C do anel aromatico, a banda em 1280 cm!
atribuida a vibracio de estiramento C-O e a banda em 740 cm™! atribuida a ligagio C-H do anel

aromatico (WANG et al., 2019; PAVIA, et al., 2015; SUNDARAGANESAN et al., 2008).

Figura 22 - Espectro de ATR para os PCs-3,4-DABA em estado solido na regido de 4000 a
200 cm™ (A) e 2000 a 200 cm™! (B).
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Fonte: Autora.
4.2.2 Espectroscopia Raman

A técnica mais adequada para avaliar a estrutura de carbono no niticleo dos PCs € por
meio da espectroscopia Raman, na qual o resultado evidencia bandas caracteristicas de
carbonos cristalinos ou amorfos (ORLANDO et al., 2021).

Nesse trabalho a técnica foi utilizada para a identificacdo de material carbonaceo existente
no nicleo (core) dos PCs sintetizados, com foco nos carbonos hibridos sp?, tais como o grafite
e grafeno. A estrutura carbonacea do nucleo dos PCs, conforme a literatura, consiste em

dtomos de carbono hibridos sp? ou mistura do carbono hibrido em sp?/sp®, podendo
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apresentar a depender do grau de carbonizagdo, estruturas de grafites, grafeno e estrutura
de carbono amorfo (ZOLYOMI, et al, 2011).

As estruturas formadas no nucleo e na superficie dos PCs sdao dependentes da rota sintética
adotada e da composi¢do quimica dos precursores carbonaceos utilizados, podendo-se obter
diferentes estruturas de PCs de carater cristalino ou amorfo (Figura 23) (MESSINA et al.,
2018).

Figura 23 - Representacdo das diferentes estruturas apresentadas pelos PCs em seu nucleo. Os
pontos vermelhos existentes na estrutura de pontos de carbono dopados representam os dtomos

de nitrogénio.

Ponto Quéntico de Grafeno Ponto de Carbonode Grafite Ponto de Carbono Amorfo Ponto de Carbono Dopado

Fonte: Adaptado da literatura (SCIORTINO et al., 2018).

Os espectros Raman dos PCs citados pela literatura, apresentam duas bandas
definidas, sendo a banda G confirmando a existéncia de dtomos de carbono hibridizados
sp’> em uma rede hexagonal bidimensional (nticleo cristalino), e a banda D confirmando
defeitos na estrutura e a desordem do carbono associado ao carbono amorfo (ROGACH et
al, 2016). Portanto, a elucidagdo estrutural de defeitos e/ou grafitizacdo pode ser confirmada
com a espectrometria Raman analisando a banda G e a banda D.

A razdo da intensidade Ip/Ig, sdo relacionadas com os valores das bandas D e G, no qual
a razao permite a estimativa da desordem e defeitos na estrutura das nanoparticulas, sendo
valores Ip/Ig em aproximadamente 0,5, indicando que o processo de carbonizagdo durante a
sintese dos PCs forma-se nucleo altamente cristalino, enquanto elevados valores de Ip/lg
indicam grande desordem estrutural e/ou estrutura de carbono amorfo (ROGACH et al, 2016).

Com base na literatura de Rajende, os espectros Raman foram analisados por
deconvolugdo usando ajuste de pico Gaussiana, no qual o autor cita que a deconvolugdo do
espectro Raman ¢é essencial para a compreensdo dos materiais grafiticos desordenados,
além disso, a razdo da intensidade Ip/Ig foi utilizada a partir da intensidade das bandas

Gaussianas obtidas pelo ajuste (FERRARI & ROBERTSON, 2000).
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O espectro Raman para o PCs-OPDA (Figura 24) apresentaram duas bandas evidentes
ap6s o ajuste de deconvolugao, sendo bandas referentes ao carbono grafite desordenado em
1400 cm™! (banda D) e 1538 cm! para estrutura grafitica (banda G), além da banda 2D em 2946
cm’!, referente a rede hexagonal bidimensional grafitica. As alturas dos picos foram usadas para
calcular a razdo Ip/Ig, no qual os PCs-OPDA apresentou um valor de 1,40 indicando elevada
desordem e/ou estrutura de carbono amorfo no ntcleo dos PCs.

A estrutura de carbono amorfo geralmente exibe um espectro Raman com uma grande
banda G (1510 cm™!) e banda D (1350 cm ™), que as vezes sdo sobrepostas (ORLANDO et al.,
2021).

O espectro Raman para PCs 3,4-DABA (Figura 24) apresentou bandas evidentes de
carbono grafite desordenado (banda D) em 1388 cm!, bandas de carbono grafite (banda G) em
1591 cm, além da banda 2D em 2929 cm’, que estdo relacionadas com a rede hexagonal
bidimensional grafitica que constitui a parte interna dos PCs 3,4-DABA. Os valores da altura
do pico para calcular a razdo Ip/Ig apresentaram um valor de 0,86, indicando elevada desordem

e/ou estrutura de carbono amorfo no nucleo dos PCs.
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Figura 24 - Espectros Raman para os (—) PCs-OPDA e (—) PCs 3,4-DABA, utilizando laser

na regiao de 780 nm para os PCs-OPDA e laser na regido de 325 nm para os PCs 3,4-DABA.
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Fonte: Autora.

No trabalho de Xiong e colaboradores (2019), PCs foram sintetizados a partir dos
precursores acido 3,4-diaminobenzoico e acido 3,5-diaminobenzoico preparados pelo método
hidrotermal em autoclave, produziram trés PCs com emissao de fluorescéncia no azul, verde e
vermelho (B-PCs, G-PCs e R-PCs). A partir dos espectros Raman, as razdes de intensidade
foram de 1,43, 1,14 e 1,06 para os B-PCs, G-PCs e R-PCs, respectivamente, a diminuicao das
razoes Ip/lg foi associada com a condigao de reagdo, influenciando a grafitizagao do carbono.

Assim, em nosso trabalho atribuimos os valores de Ip/Ig diferentes dos PCs-OPDA e
PCs 3,4-DABA devido a grafitizagcdo do nicleo no processo de sintese, sendo o PCs 3,4-DABA

apresentando nucleo mais grafitado que os PCs-OPDA.
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4.2.3 Difracao de raios X de po (DRX)

A natureza cristalina no nucleo dos PCs ¢ caracterizada através da técnica de
difracdo de raios X de p6 (MINTZ et al.,2021). Os PCs com estrutura grafitica citados pela
literatura exibem difratogramas com um pico alargado em torno de 26=20-24° os quais sdo
atribuidos a desordem dos atomos de carbono predominantemente de estrutura amorfa com
espacamento interplanar entre C (002) e C (001) e o grafite puro apresenta 26 = 26,6° com
espacamento de 3,34 A (002) (EDISON et al., 2016; LI et al., 2012). No entanto, a literatura
relata PCs com estrutura cristalina ndo grafiticas apresentando padrdes de DRX de pd com
varios picos pontiagudos intensos, demonstrando suas caracteristicas policristalinas (PAL et
al., 2020).

Sendo assim, com o intuito de caracterizar a natureza cristalina dos PCs sintetizados
nesse trabalho, realizamos andlise de DRX de po6, no qual obteve-se difratogramas
conforme apresentados na Figura 25 e Figura 26.

Para as discussdes dos dados, aplicou-se também a Lei de Bragg (Equacdo 2) com a
finalidade de obter valores das distancias interplanares dos PCs sintetizados, possibilitando as

comparagdes com as literaturas.
nl = 2d sen 6 (2)

Onde A ¢ o comprimento de onda da radiagdo utilizada, nesse estudo foi de 1,5406 A ,
d ¢ o espacamento interplanar envolvido, 0 ¢ o dngulo entre o raio incidente (ou difratado) e n
€ um numero inteiro, em nosso estudo o valor de n foi igual a 1, referido como a ordem de
difragdo.

Para os PCs-OPDA e seu precursor OPDA (Figura 25) observa-se picos estreitos,
indicando um carater cristalino devido a reticulagdo dos precursores na sintese dos PCs-
OPDA. Além disso, ao comparar os espectros de DRX de p6 dos PCs-OPDA e o precursor
OPDA pode-se inferir fragmentos policiclicos correspondentes ao PCs-OPDA durante a
carboniza¢do do material precursor, visto que os PCs-OPDA apresentaram picos em 44° ¢

picos entre 50°- 54°.



53

Figura 25- Difratogramas dos (—) OPDA e (—) PCs-OPDA.
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Fonte: Autora.

Comparativamente, o espectro de DRX de p6 do PCs-OPDA apresenta valores de 0
em 26,6° e 44,4° em relacdo ao espectro do precursor. O pico em 25° mostra um
espacamento d ligeiramente maior do que o 002 em grafite (d=3,37 A) que poderia indicar
a presenc¢a de um estrutura tipo grafite ndo idealmente arranjada. O pico em 43° ¢ também
presente em algumas amostras de grafite indicando um plano 100 (RAI ef al., 2017; LIU
et al., 2020).

No que se refere ao PCs 3,4-DABA, os difratogramas obtidos do precursor de
partida 3,4-DABA e os PCs 3,4-DABA sao diferentes (Figura 26). Para o PCs-DABA,
observa-se picos nitidos em 9,6°, 38,6°, 44,7° ¢ 61,10° qua correspondem aos espagcamentos
9,21, 2,33, 2,02 ¢ 1,51 A, respectivamente. Destacamos o pico em 61,10° possivelmente

atribuido ao carbono cristalino do tipo turbostatico (AHMAD et al., 2020).
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Figura 26 - Difratogramas dos (—) 3,4-DABA e (—) PCs 3,4-DABA
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Figura 27 - Esquema da estrutura do grafite (d (002) = 3,35 A) e estrutura turbostatica (B, d

002 > 3,44 A).
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Como citado na introducdo, os pontos de polimero carbonizado (CPDs) contém um
nucleo de carbono com grupos funcionais/cadeias poliméricas agregados ou reticulados ligados
a superficie. Sendo assim, surgiu-se a hipotese a partir dos dados de DRX que o nacleo dos
PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA fossem classificados como CPDs. No mais, tal hipotese sera
desvendada com a utilizagao de outras técnicas corroborando-se com as técnicas descritas na

secdo de caracterizagdo estrutural.

4.2.4 Termogravimetria (TGA)

Com o intuito de avaliar a estabilidade térmica dos PCs e a natureza volatil dos grupos
organicos provenientes de suas estruturas, realizou-se andlise por termogravimétrica (TGA).
Vale ressalar que nesta se¢do iremos discutir os dados em relagdo as temperaruras que
apresentam eventos de decomposi¢ao e ndo em relagdo a perda de massa (%), pois o objetivo
da andlise ndo ¢ quantificar e sim evidenciar os eventos apresentados pelos PCs.

Para os PCs-OPDA trés processos de decomposi¢do térmica foram evidenciados (Figura
28). O primeiro evento ocorreu na faixa de temperatura entre 68-130 °C, caracterizado pela
decomposi¢ao térmica do composto organico volatil OPDA (temperatura de fusdo do OPDA
100-102 °C) ou evaporacdo de agua que foi adsorvida na estrutura. No segundo evento,
sendo de 133-270 °C, ¢ caracterizado pela decomposicdo de grupos funcionais ou poliméricos
na superficie do PCs e o ultimo evento em 270-650 °C ocorre a pirdlise da estrutura de carbono
dos PCs-OPDA, correspondente a decomposi¢io de carbono hibridos sp® ou outras estruturas

organicas que podem estar compondo o nticleo.
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Figura 28 - Curva de TGA dos PCs-OPDA utilizando 5 mg de amostra, em porta amostra de

aluminio, entre 30 e 900 °C, na razio de aquecimento de 5 °C min’!, sob atmosfera de nitrogénio

em fluxo de 60 mL min’!
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Fonte: Autora.

Para o PCs 3,4-DABA, o perfil termogravimétrico foi semelhante ao PCs-OPDA
evidénciando trés eventos de decomposi¢ao térmica (Figura 29 ). Sendo que os eventos
ocorrem em temperaturas superiores ao PCs-OPDA. O primeiro evento ocorreu na faixa de
temperatura entre 178-232 °C, caracterizado pela decomposi¢ao térmica do composto organico
volatil 3,4-DABA (temperatura proxima a fusdo do 3,4-DABA 208-210 °C) ou evaporagdo
de agua adsorvida na estrutura. No segundo evento, sendo de 332-350 °C, ¢ caracterizado pela
decomposi¢do de grupos funcionais ou poliméricos na superficie do PCs 3,4-DABA,
especificamente a decomposi¢do do grupo carboxila (-COOH) e o tltimo evento em 604 - 682
°C ocorre a pir6lise da estrutura de carbono dos PCs 3,4-DABA, corresponde a decomposicao

de carbono hibridos sp’ ou outras estruturas organicas que podem estar compondo o niicleo.
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Figura 29 - Curva de TGA dos PCs-3,4-DABA utilizando 5 mg de amostra, em porta amostra

de aluminio, entre 30 e 900 °C, na razdo de aquecimento de 5 °C min!, sob atmosfera de

nitrogénio em fluxo de 60 mL min-.
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Fonte: Autora.

No trabalho de Leblanc e colaboradores 2021, diferentes precursores foram utilizados
para sintetizar PCs e dentre eles, o precursor OPDA misturado com &cido citrico. O resultado
da TGA nesse estudo apresentou-se perfil semelhante ao nosso, no qual o primeiro evento de
decomposi¢cdo foi entre as temperarturas 40°C e 203°C atribuidos a evaporacdo da agua
adsorvida na estrutura dos PCs ou gerada através de reagdes de desidratagdo. Além disso, foi
discutido a possibilidade da formagao de gas amoénia devido a presenga de grupos -NHz. O
segundo e terceiro eventos entre 203°C a 433°C foram atribuidos a decomposi¢ao dos grupos
funcionais C=0 e/ ou -COOH, o quarto evento entre 433°C a 658°C foi atribuido a
decomposigdo de carbono sp® ou outras estruturas organicas no niicleos dos PCs.

Diante do resultado, os PCs-OPDA sintetizados pelos autores foram classificados como
uma estrutura menos termoestavel em relagao aos outros PCs sintetizados, devido aos diversos

eventos térmicos apresentados, o que corroborou com a evidéncia da espectroscopia Raman de

serem nucleos menos grafitados, assim como em nossos estudos.
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Portanto, as medidas de TGA para os PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA nesse trabalho
indicam que ambas as estruturas apresentam elevada volatilidade e por apresentarem varios
estagios de decomposicao apresentam estruturas menos termoestavel, além de comprovar que
os PCs sintetizados apresentam composicdes distintas, visto que os eventos apresentandos na

analise TGA foram em temperaturas diferentes.

4.2.5 Microscopia de For¢ca Atomica (AFM)

As imagens de AFM foram obtidas para verificar a dispersdo dos tamanhos das
nanoparticulas formadas pelos PCs. Realizou-se a técnica de AFM com os PCs purificados
e sem estarem purificados para observar se haveria mudancas. As concentragdes das
amostras foram mantidas para comparag¢des dos estudos, sendo de 0,1 mg/mL.

As imagens apresentadas na Figura 30 sdo referentes aos PCs ndo purificados, no
qual € possivel verificar distribuicdo de tamanho de particula com valores estimados para
PCs-OPDA na ordem de 5,2 + 1,03 nm enquanto para os PCs 3,4-DABA valores na ordem de
14,01 £ 1,21 nm. Vale ressaltar que nesse experimento, as amostras foram previamente tratadas,

sendo homogeneizadas e centrifugadas.

Figura 30 - Microscopias de AFM e perfil das particulas para (A) PCs-OPDA e (B) PCs 3,4-

DABA sem estarem purificados.

Fonte: Autora.
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Na literatura, encontram-se tamanhos de PCs a partir do precursor o-fenilenodiamina e
acido nitrico (HNO3) pelo método hidrotermal de Liu e colaboradores, tamanho uniforme
(=5,74 nm) e no trabalho de Wang e colaboradores, utilizando o precursor acido 3,5
diaminobenzoico pelo método solvotérmico, verificou-se tamanhos de PCs na faixade 5Sa 11
nm.

Ap0s os processos de purificagdo, em coluna cromatogréfica e filtracdo em seringa,
as analises de AFM foram novamente avaliadas para ambos os PCs.

As imagens apresentadas na Figura 31 referem-se aos PCs-OPDA purificado. Nao
foi possivel estimar o tamanho das nanoparticulas devido ao efeito de aglomeracgao.
Contudo, pode-se inferir que apds o processo de purificagdo, o tamanho das particulas de
PCs-OPDA tenham diminuido ocasioando o efeito de aglomeracio (GONZALEZ-
GONZALEZ et al., 2022).

O efeito de aglomeragdo dos PCs obtidos nesse trabalho era esperado tendo em
vista os valores de zeta potencial obtidos (Item 4.3.6 - p.75), no qual os valores encontrados
estdo entre -0,146 mV e -5,85 mV para PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA, respectivamente. Na
literatura, nanoparticulas que apresentam valores de zeta potencial entre -30 mV a 30 mV

garantem Otima estabiliza¢do em sua dispersao.

Figura 31- Microscopia de AFM e perfil em 3D para os PCs 3,4-OPDA.

1.0 pm 1.5 20 25 30

Fonte: Autora.
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No que se refere aos PCs 3,4-DABA purificados (Figura 32), a distribuigdo de
tamanho de particula encontrados com valores estimados na ordem de 12,01 £ 2,10 nm. Os
valores encontrados para estimativa de tamanho de particula dos PCs-DABA antes e depois da

purificagdo ndo foram diferentes.

Figura 32 - Microscopias de AFM e perfil em 3D para os PCs 3,4-DABA.

Fonte: Autora.

Os resultados das analises estruturais para caracterizacdo dos PCs obtidos nesse
trabalho utilizando-se do método hidrotermal com irradiagdo em micro-ondas, indicam que
os PCs-OPDA e PCs-3,4-DABA podem ser classificados como “quase nanoponto de
carbono” conforme Nandi e colaboradores (2021) ou pontos de polimeros carbonizados
(CPDs). No trabalho reportado por Nandi, apos purificagdo e caracterizacao dos nanoponto
de carbono (CNDs) a partir do precursor carbonaceo o-fenilenodiamina, foram
identificadas trés espécies. A espécie com emissdo no azul, foi caracterizada como
nanoponto de carbono, a espécie com emissao do verde um “quase nanoponto de carbono”
(QNPC) e a espécie com emissdo no vermelho como polimero fluoréforo.

Os CNDs ou CPDs contém em seu ntcleo carbono com superficie passivada por
agregacdo ou ligados aos grupos funcionais, o polimero fluoréforo (SONG et al., 2016).

Como proposta nesse trabalho com base nos compostos precursores, acreditamos que 0s
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polimeros fluor6foros formados durante a sintese dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA sdo
2,3-diaminofenazina e 4,7-dicarboxi-1,2-diaminofenazina, respectivamente (Figura 33-A)
e (Figura 33-B). Essas informagdes irdo contribuir com a discussao referente a

fotolumiscéncia dos PCs.

Figura 33 - Proposta das estruturas dos PCs OPDA (A) e PCs-3,4-DABA (B)
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Fonte: Autora.
4.3 Caracterizacoes das propriedades fotoluminescentes dos PCs

4.3.1 Espectroscopia de absorcio molecular na regido do Ultravioleta e Visivel
(UV/Vis)

Os espectros na regido dos UV-Vis foram realizados para obter informacdes das
propriedades eletronicas dos PCs. Para os PCs-OPDA as bandas de absor¢do na regido do UV
e do Visivel, estd apresentada conforme no espectro da Figura 34. As bandas na regido do UV
em 234 e 288 nm sao atribuidas as transi¢des eletronicas do tipo n—n* da estrutura do carbono
conjugado (C=C) (ZHAO et al., 2019). Na regido do visivel observa-se uma banda em 420 nm
atribuida a espécie molecular na superficie da nanoparticula, sendo transicdo do tipo n-m*
C=0/C=N (KOUTSOGIANNIS et al., 2020). No qual a banda em 420 nm indica a possivel
formagdo da estrutura do polimero citado na se¢ao de caracterizagcdes estruturais,

especificamente na técnica de DRX.
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Figura 34 - Espectro qualitativo na regido do UV/Vis dos (—) PCs-OPDA em solu¢ao aquosa.
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Fonte: Autora.

Em 2015, Lin e colaboradores sintetizaram diferentes isémeros do precursor
carbondceo fenilenodiamina, no qual os PCs-OPDA apresentaram absor¢des na regiao
somente do UV, em 243 nm e 386 nm, atribuidos as transi¢des do tipo n—n* da estrutura do
carbono conjugado (C=C). Zaoh e colaboradores em 2019, classificou as absor¢des dos PCs-
OPDA obtidos pelo método hidrotermal em autoclave, nas regides do UV,
respectivamente, 234 e 286 nm, atribuidos as transi¢des do tipo n—n* da estrutura do carbono
conjugado (C=C), e a banda de absor¢do no visivel, 428 nm, atribuiu-se como sendo estado de
superficie.

O perfil espectral do PCs 3,4-DABA (Figura 35) apresentam bandas de absor¢do na
regido do UV em 270 nm e 308 nm, sendo atribuidas as transi¢des do tipo n—n* da rede do
nucleo de carbono aromatico(C=C) e transi¢ao do tipo n-n* referente as ligagdes C=0O/C=N. A
absorc¢do na regido do visivel, especificamente em 450 nm, atribuida a transi¢o eletronica do
estado molecular, isto ¢, ligacdo do tipo n-n*, proveniente do polimero formado a partir da
oxidacao do precursor 3,4-DABA, sendo o 4,7-dicarboxi-1,2-diaminofenazina (Figura 33-A)
(KOUTSOGIANNIS et al., 2020).
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Figura 35 - Espectro na regido do UV/Vis dos (—) PCs 3,4-DABA em solugao aquosa.
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Fonte: Autora.

Para os PCs 3,4-DABA, utilizou-se como base a literatura de Wang et al, no qual o
espectro de absor¢ao na regido do UV/Visivel apresentou-se trés bandas de absor¢do, em
229 nm e 260 nm, que foram atribuidas a vibragao das transi¢des m-n* (aroméatica C=C) e n—n
(CN), em 360 nm atribuida a transi¢ao do tipo n-n* devido a ligagdo C=0O/C=N na superficie
dos PCs, que se referem a presenca de grupos carboxila e substituintes amino.

Na literatura, superficies de PCs contendo grupos funcionais tais como, hidroxila,
carboxila e epoxi, pode diminuir a energia entre os orbitais HOMO-LUMO, resultando em um
deslocamento batocromico. Em nosso trabalho, ¢ evidente tal informacao, visto que a estrutura
dos PCs 3,4-DABA conforme apresentado no IV (Item 4.2.1 pag. 44) sdo ricos em grupos
carboxilicos (LIU et al., 2019) A Figura 36 apresenta o deslocamento de 30 nm dos PCs 3,4-
DABA em relacdo ao PCs-OPDA para regides de menores energias. Na Figura 36 também ¢
apresentado o espectro de absorcdo dos PCs apos a etapa de purificagdo, e observa-se que o

perfil na regido do UV/Vis ndo apresenta diferengas espectrais apos as etapas submetidas.
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Figura 36 - Espectro qualitativo na regidao do UV/Vis dos (—) PCs-OPDA e (—) PCs-DABA

em solucao aquosa.
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Fonte: Autora.
4.3.2 Espectroscopia de fluorescéncia

O mecanismo de fluorescéncia dos PCs ainda ndo ¢ bem definido e existem véarias
teorias que tentam explicar o processo, como a presenga dos grupos funcionais na
superficie, confinamento quantico a depender dos tamanhos dos PCs, efeitos de moléculas
fluorescentes (grupos moleculares) e efeitos de dopagem (ALI et al., 2020).

Os perfis de emissao de fluorescéncia para os PCs sintetizados nesse trabalho foram
avaliados variando-se o comprimento de onda de excitacdo na regido do UV e Visivel.

Para os perfis de emissdo de fluorescéncia dos PCs-OPDA, inicialmente variou-se o
comprimento de onda de excitacdo em ordem crescente (300 a 500 nm), com incremento de 10
nm. A Figura 37-A apresenta a emissao independente de excitagdo, ou seja, nao apresentou
deslocamento da emissdo de fluorescéncia quando excitada em diferentes comprimentos de
onda, ¢ a intensidade maxima de emissao foi em 560 nm, e o comprimento de onda de excitacao

que apresentou a maior intensidade de fluorescéncia foi em 420 nm, no qual sera utilizado em
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estudos posteriores. A Figura 37-B apresenta o espectro de excitacdio em 430 nm no qual

ocasiona a emissdo em 560 nm.

Figura 37 - Espectros de emissao de fluorescéncia dos PCs-OPDA variando-se o comprimento
de onda de excitagdao (300 a 500 nm) com incrementos de 10 nm (A). Janelas de emissao ¢

excitagdo 5/10. Perfil de excitacdo A emissio = 560 nm (B).
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Fonte: Autora.

Os dados obtidos indicam que a emissdo independente de excitagdo €, na verdade,
devido ao fluoroforo molecular ligado a superficie da estrutura central conforme mostrado na
Figura 33-A , no qual refere-se a espécie 2,3-diaminofenazina (DAF) (Figura 21-A) formado
no processo de sintese (SONI ez al., 2021)

Estudos de Nandi e colaboradores, comprovam que a estrutura DAF formada no
processo de sintese apresentam perfil de fluorescéncia idénticos aos apresentados em nosso
estudo, no qual sintetizaram nanopontos de carbono a partir do precursor o-fenilenodiamina e
emissdo no verde foi caracterizado como “um quase nanoponto de carbono”. A literatura de
Hinterberger também atribuiu a fluorescéncia em 560 nm devido a estrutura DAF formada no
processo de sintese, corroborando-se com a analise da fluorescéncia obtida dos PCs-OPDA.

No mais, avaliou-se ainda o perfil de emissdao de fluorescéncia dos PCs-OPDA
excitando-se em comprimentos de onda na regido do UV, visto que os mesmos apresentam
absorcdo nessa regido, sendo assim, variou-se o comprimento de onda de excitagdo em ordem
crescente (230 a 280 nm), com incremento de 10 nm. A Figura 38-A apresenta a emissao

independente da excitagdo. Além disso, observa-se que os PCs-OPDA apresentou emissao em
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trés diferentes comprimentos de onda, sendo em 290 nm, 340 nm e 570 nm, a emissdo com
maior intensidade de fluorescéncia foi em 570 nm, quando excitado em 260 nm. A Figura 38(B)
apresenta o perfil de excitagdo, no qual excitando-se em 230 nm ou 270 nm, ocasiona a emissao

em 340 nm.

Figura 38 - Espectros de emissdo de fluorescéncia dos PCs-OPDA variando-se o comprimento
de onda de excitagdo (230 a 280 nm) com incrementos de 10 nm (A). Janelas de emissao e

excitacdo 5/10. Perfil de excitacdo A emissio = 340 nm (B).
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Fonte: Autora

O comportamento apresentado pelo PCs 3,4-DABA foi semelhante ao PCs-OPDA,
apresentando emissao independente de excitagao tanto para as excitagdes na regido do Visivel,
quanto para as regioes no UV. A Figura 39 (A) apresenta o perfil de emissao variando-se as
regides de excitagdo de 300 a 450 nm (com incremento de 10 nm), apresentando intensidade
maxima em 400 nm, além da emissdo em 575 nm, e o comprimento de onda de excitacdo que
apresentou a maior intensidade na regido de 575 nm, foi excitando em 420 nm, no qual sera
utilizado em estudos posteriores. A Figura 39 (B) apresenta o perfil de excitagdo, no qual
excitando-se em 360 nm ou 420 nm, ocasiona a emissido em 575 nm.

O espectro da Figura 40 (A) explora a fluorescéncia dos PCs 3,4-DABA na regido do
UV, variando-se a excitagao nos comprimentos de onda em ordem crescente (230 a 350 nm),
com incremento de 10 nm, observa-se emissdes independente da excita¢ao, ou seja, ndo ocorreu
deslocamento da emissdo com a variacdo da excitagdo, € sim um aumento gradual da

intensidade de fluorescéncia em 400 nm, o comprimento de onda com intensidade maxima foi
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em 300 nm. O espectro da Figura 40 (B) apresenta o perfil de excita¢do, no qual excitando em
230, 260 ou 300 nm, vai ocasionar a emissao em 400 nm.

Esses dados indicam que a emissao independente de excitacdo pode-se atribuir ao
fluoréforo molecular ligado a superficie da estrutura central conforme mostrado Figura 33-B,
no qual refere-se a estrutura do 4,7-dicarboxi-1,2-diaminofenazina formado no processo de
sintese. No estudo de Zhao e colaboradores (2019) o perfil de fluorescéncia do PCs 3,4-DABA
apresentou emissao independente com maximo de intensidade na regido de 500 nm quando

excitado em 400 nm.

Figura 39 - Espectros de emissdo de fluorescéncia dos PCs 3,4-DABA variando-se o
comprimento de onda de excitacdo (300 a 450 nm) com incrementos de 10 nm (A). Janelas de

emissdo e excitacdo 10/10. Perfil de excitagdo A emissio =575 nm (B).
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Fonte: Autora.
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Figura 40 - Espectros de emissdo de fluorescéncia dos PCs 3,4-DABA variando-se o
comprimento de onda de excitagdao (300 a 450 nm) com incrementos de 10 nm (A). Janelas de

emissao e excitagdo 10/10. Perfil de excitagao Aemissao=400 nm (B).
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Fonte: Autora.

Considerando-se os inumeros trabalhos que descrevem os mecanismos de
fotoluminescéncia de PCs, pode-se afirmar de hd dois caminhos para emissdo de
fluorescéncia. O primeiro se deve o tamanho da nanoparticula e o segundo aos estados de
superficie. Poucos sdo os relatos da emissao de fluorescéncia ocorrer devido ao carbono
grafitico do nucleo dos PCs (PAL et al.,2020).

No caso da sintese de PCs via método “bottom up”, o composto precursor durante a
reacdo pode produzir moléculas de fluoréforos altamente fluorescentes. Em 2011, Giannelis e
colaboradores buscaram para entender o mecanismo de formagdo de PCs a partir do acido
citrico e etanolamina variando-se a temperatura de reacao. No trabalho, eles propuseram que as
propriedades de fotoluminescéncia dos PCs sdo determinadas tanto pelo nucleo de carbono
quanto os fluor6foros moleculares. No PCs obtidos por pirdlise a baixa temperatura, fluoréforos
moleculares dominam as caracteristicas de emissdo, enquanto durante pirdlise de alta
temperatura o nucleo comeca a se formar e domina as propriedades de emissao de fluorescéncia
(KRYSMANN et al., 2012).

Importante destacar que a formagdo das moléculas de fluor6foros e seu efeito sobre a
emissdo de fluorescéncia dos PCs sdo observados para sintese de temperatura relativamente
mais baixa (<200 °C). Assim, a carbonizacdo incompleta dos precursores carbonaceos resultaria
na formacdao de espécies moleculares organicas fluorescentes com nucleos de carbono

resultando em 3 tipos de mecanismos de emissdo de fluorescéncias (Figura 41) (PAL et
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al.,2020). A emissdo intrinseca se dd quando um absorve um foton elétron e ¢ excitado e migra
da banda de valéncia para a banda de conducdo, posteriormente ele retorna quase
instantaneamente a banda de valéncia emitindo radiagdo absorvida. Enquanto a emissdao
extrinseca ocorre quando dopantes se incorporam no material originando estados neutro nos
quais os elétrons poderdo se instalar e se recombinar no estado fundamental, desencadeando a

emissdo da energia absorvida na forma de luz (CARBONARO et al., 2019).

Figura 41- Representagdo esquematica correspondente a0 mecanismo de emissdo em PCs.
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Fonte: Adaptagao da literatura (PAL ef a/.,2020).

4.3.3 Avaliacio da Intensidade de Fluorescéncia dos PCs variando a temperatura

Tendo em vista que os PCs podem ser caracterizados como nanoparticulas
semicondutoras, por apresentarem boa condutividade elétrica, a influéncia da temperatura ¢
um parametro importante em seu estudo, podendo impactar nas propriedades
fotoluminescentes, visto que em semicondutores a eficiéncia quantica diminui com o aumento
de temperatura (QU et al., 2020).

Conforme Tang e colaboradores, em altas temperaturas tem-se uma maior probabilidade
de relaxamento dindmico da fluorescéncia em consequéncias de decaimento ndo radiativo
(emissdo de calor). Alguns relatos atribuem o mecanismo do aquecimento a ativagdo de canais
ndo radiativos de superficie (armadilha/defeito). A medida que a temperatura aumenta, mais
relaxamento nao radiativos sdo ativados e os elétrons voltam ao estado fundamental por meios

de processos nao radiativos, levando a diminui¢ao da intensidade de fluorescéncia intensidade.
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Figura 42 - Representacdo esquematica correspondente ao mecanismo de emissao em PCs

sob influéncia da temperatura.

Aumento da temperatura

—_—
v

Diminuicdo da temperatura

Fonte: Adaptagdo da literatura (MOHAMMED & OMER, 2020)

Portanto, os PCs foram submetidos a avali¢do da intensidade de fluorescéncia variando-
se as temperaturas em 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C e 50 °C, excitando-se em 420 nm.

O espectro da Figura 27 apresenta o resultado da influéncia da temperatura para ambos
os PCs. Observa-se que os PCs apresentam um aumento na intensidade de fluorescéncia com o
aumento da temperatura, sendo esse aumento gradual para o PCs-OPDA (Figura 42-A),
enquanto para os PCs 3,4-DABA (Figura 42-B) o aumento ¢ mais significativo da intensidade

de emissdo de fluorescéncia.
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Figura 43 - Espectro de emissao de fluorescéncia variando-se a temperatura para os PCs-OPDA
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Fonte: Autora.

No trabalho de revisdo reportado por Mohammed and Omer (2020) descrevem varios
tipos de pontos de carbono e a dependéncia da emissdo de fluorescéncia e temperatura. Em
geral, os pontos de carbono apresentam a dependéncia emissdao de fluorescéncia com a
temperatura um comportamento semelhante aos semicondutores e as nanoparticulas metalica
conforme j& aborado por Tang e colaboradores (2012). No entanto, com o crescente numero de
tipos de pontos de carbono, algumas diferencas foram relatadas. Kalytchuk e colaboradores
(2017) sintetizaram pontos de carbono do tipo N, S-CDs por tratamento hidrotérmico de acido
citrico e L-cisteina. As propriedades de emissao de fluoreséncia com a temperatura nao ocorrera
alteragdo da posi¢ao e intensidade o aumento da temperatura. Macairam e colaboradores (2019)
demostraram que pontos de carbono com emissao de fluorescéncia na regido do azul e vermelho
apresentam comportamentos diferentes com a temperatura. Com o aumento da temperatura, a
intensidade de fluorescéncia do componente azul mostra uma ligeira diminui¢do em contraste
com o componente vermelho, que aumenta significativamente.

No trabalho de Yang e colaboradores foi relatado que dois fatores sdo importantes para
definir o efeito da temperatura na emissdo de fluorescéncia em pontos de carbono: tipos de
grupos funcionais na superficie da particula e formagao de interagdes por ligacao de hidrogénio
entre o ponto de carbono e solvente. Grupos funcionais com oxigénio, por exemplo C=0 e OH,
contribuem para maior dependeéncia da emissdo de fluorescéncia com temperatura bem como

fortes ligacdes de hidrogénio.
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Sendo assim, com base em nossos resultados podemos concluir que os PCs-OPDA e
PCs 3,4-DABA nao apresentam comportamento de semicondutor. Além disso, ndo foi possivel
observar a supressao térmica, pois ndo héa ocorréncia de armadilhas que levam ao processo nao

radiativo com aumento da temperatura.

4.3.4 Avaliacio da regiio de emissio de fluorescéncia dos PCs variando os

solventes (Solvatocromismo)

O fendmeno que ¢ observado em solvatocromismo est4 relacionado com as moléculas
do solvente interagir com as moléculas do soluto, no qual podem estabilizar ou desestabilizar
um ou ambos orbitais envolvidos na transicado eletronica, afetando diretamente nos
comprimento de onda de emissao (ARSHAD et al., 2018).

Em nosso trabalho, foi avaliado solvatocromismo sobre as propriedades luminescentes,
mantendo-se o comprimento de onda de excitagdo em 420 nm. As solu¢des de PCs foram
preparadas a partir da dispersdao do so6lido em diferentes solventes, vale ressaltar que nesse
estudo a massa dos PCs e o volume dos solventes ndo foram semelhantes, pois o intuito ndo era
comparar a intensidade e emissdo de fluorescéncia, e sim obter informacdes da regido de
emissao de fluorescéncia.

A estrutura quimica dos solventes utilizados estd apresentada na Figura 44-A, a Figura
44-B mostra as fotografias tiradas na lampada UV das emissdes de fluorescéncia dos PCs-
OPDA ¢ o valor do seu indice de polaridade (IP) (ALAS & GENC, 2021) esta referenciado na
Figura 44-C.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/solvent-molecule
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/solvent-molecule
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/solute-molecule
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Figura 44 - Estrutura quimica dos solventes utilizados (A), fotografias das solugoes de

PCs-OPDA sob influéncia da lampada UV (B) e valor de indice de polaridade (C).
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Fonte: Autora.

Na Figura 45 se vé os espectros de fluorescéncia dos PCs-OPDA a partir da

solubilizacdo nos diferentes solventes.

Figura 45 - Espectro de fluorescéncia variando-se o solvente para os PCs-OPDA.

600 -
500 Agua
Acetona
400 A —— DMF
— DMSO
300 Etanol
Metanol

200

100 +

Intensidade de fluorescéncia (a.u.)

o
1

T T T T
500 600 700
Comprimento de onda (nm)
Fonte: Autora.

Os resultados obtidos apresentaram um deslocamento batocromico (deslocamento

para a regido do vermelho), a medida que aumenta o valor de IP do solvente. A emissdo de
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fluorescéncia do PCs-OPDA em 4gua ocorre em 560 nm enquanto em acetona a emissao

ocorre em 510.

No que se refere ao estudo de solvatocromimso para o PCs 3,4-DABA, apresentam a

estrutura quimica do solvente analisado (Figura 46-A), a Figura 46-B mostra as fotografias

tiradas na ldampada UV das emissdes de fluorescéncia dos PCs 3,4-DABA e o valor do seu

indice de polaridade (IP) (ALAS & GENC, 2021) (Figura 46-C).

Figura 46 - Estrutura quimica dos solventes utilizados (A), fotografias das solucoes de PCs

3,4-DABA sob influéncia da lampada UV (B) e valor de indice de polaridade (C).

(C)

Solvente| Agua DMSO DMF EtOH MeOH Acetona
IP: 10.10 7.20 6.40 5.20 5.10 5.10

Fonte: Autora.

A Figura 47 apresenta o espectro de fluorescéncia dos PCs 3,4-DABA a partir da

solubilizacdo nos diferentes solventes.
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Figura 47 - Espectro de fluorescéncia variando-se o solvente para os PCs 3,4-DABA.
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Fonte: Autora.
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Os resultados de solvatocromismo obtidos apresentaram um comportamento

semelhante entre PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA, isto ¢ um deslocamento batocréomico

(deslocamento para a regido do vermelho) quando aumenta-se o valor de IP do solvente.

Conforme Isobe e colaboradores, o fendmeno do solvatocromismo na emissdao de

fluorescéncia de PCs produzidos a partir o-fenilenodiamina sob refluxo a 250 °C ¢

atribuido a diminui¢do da energia entre os orbitais HOMO e LUMO. Essa diminuigao de

energia € resultado da solvatacdo e da reorientagdo de moléculas polares ao redor dos PCs.

Em particular, sabe-se que as moléculas de dlcool estabilizam estados excitados por meio

de ligacdes de hidrogénio, resultando em emissdo na regido do vermelho. Contudo, nossos

resultados de solvatocromimso encontram-se condizentes com a literatura.
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4.3.5 Avaliacido da Intensidade de Emissao de Fluorescéncia dos PCs em relaciao

ao pH

A variacdo de pH desempenha um papel importante para os PCs a depender da sua
aplicabilidade. A intensidade da emissdo de fluorescéncia ou o comprimento de onda de
emissao de fluorescéncia podem ser alterados a depender o valor de pH.

Segundo Ehtesabi e colaboradores (2020) citam a alteracdo da intensidade e emissao de
fluorescéncia em relagdo ao pH pelos seguintes fatores, protonagdo ou desprotonagdo dos
grupos funcionais presentes na superficie dos pontos quanticos de carbono, bem como os efeitos
de agregacdo e transferéncia de proton, no entanto, ndo foi estabelecido um mecanismo
aceitavel para tais comportamento, Para Liu e seus colaboradores (2021) a compreensao
do mecanismo de fluorescéncia sensivel ao pH ¢ voltada também para o mecanismo de
desprotonacdo e protonacdo de grupos acidos e basicos nos estados fundamentais ou
excitados, que poderia causar alteracdes no processos de transicdo eletrOnica. Barati e
colaboradores sugerem que o comportamento de emissdo de fluorescéncia ¢ dependente da
energia de excitacdo de PCs, pois apresentam abundantes grupos funcionais com varios niveis
de energia em suas superficies podendo formar uma série de armadilhas emissivas de estado,
como fluordforos isolados. Assim, excitando os PCs em um determinado comprimento de onda,
uma certa superficie dominard o espectro de emissdo, podendo apresentar diferentes perfis
espectrais depende da regido de excitagao.

Para os estudos dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA foi possivel verificar que ambos sdo
sensiveis ao valor de pH. A sensibilidade ao pH de acordo com a literatura ¢ dependente da
excitagdo, de modo que os espectros de emissao, quando excitados em diferentes comprimentos
de onda apresentam intensidade e regiao de emissao distintos.

Os espectros de emissdao dos PCs-OPDA com excitacao em 240 nm e 440 nm em funcao
do pH sao mostrados na Figura 48 e Figura 49, respectivamente.

Os perfis espectrais de emissdo de fluorescéncia sob excitagdo em 240 nm e 440 nm,
mostram comportamentos diferentes. Na Figura 48-A, ha um deslocamento da emissdo de
fluorescéncia para regido de maior energia acompanhado da diminui¢do da intensidade de
fluorescéncia na faixa de pH de 2 a 12. Enquanto sob excitagao em 440 nm (Figura 49-A) ndo

se v€ alteracdo no comprimento de onda emissdo, mas aumento da intensidade de fluorescéncia.
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Figura 48 - Espectro des emissao fluorescéncia dos PCs-OPDA Acxcitagio=240 nm (A). Janelas
de emissao e excitagao 5/10. Grafico do pH versus intensidade de fluorescéncia Aemissio= 340

nm(B).
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Fonte: Autora.

Figura 49 - Espectro des emissdo fluorescéncia dos PCs-OPDA  Aexcitagio =440 nm (A). Janelas
de emissao e excitacao 5/10. Grafico do pH versus intensidade de fluorescéncia Aemissio = 566

nm(B).
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Fonte: Autora.

Os espectros de emissdao dos PCs 3,4-DABA com excitagdo em 280 nm e 440 nm em
funcdo do pH sdo mostrados na Figura 50 e Figura 51, respectivamente.

Os perfis espectrais de emissdao de fluorescéncia sob excitagdo em 280 nm e 440 nm,
mostram comportamentos diferentes. Na Figura 50-A, ha um deslocamento da emissdo de

fluorescéncia para regido de maior energia acompanhado do aumento de intensidade de
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fluorescéncia na faixa de pH 4 a 10, e uma diminui¢do de intensidade de fluorescéncia em pH
12. Enquanto sob excitagdo em 440 nm (Figura 51) ndo se vé alteragdo no comprimento de

onda emissao, mas aumento da intensidade de fluorescéncia, assim como nos PCs-OPDA.

Figura 50 - Espectros de emissao de fluorescéncia dos PCs 3,4-DABA Aexcitacio =280 nm (A).
Janelas de emissdo e excitagdo 5/10. Grafico do pH versus intensidade de fluorescéncia
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Fonte: Autora.

Figura 51 - Espectros de emissao de fluorescéncia dos PCs 3,4-DABA  Aexcitagio =440 nm (A).
Janelas de emissdo e excitacdo 5/10. Grafico do pH versus intensidade de fluorescéncia
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A dependéncia do pH em PCs podem ser referentes a protonagdo e desprotonacgio
reversivel dos varios grupos funcionais na superficie dos PCs (cada um dos quais possuindo um
unico pka) ou fluor6foros isolados em PCs com diferentes estados de energia em meio acido e
basico.

Na literatura, encontram-se resultados dos PCs preparados com polietilenoimina, que
apresentou uma maior intensidade de fluorescéncia em meio acido e ndo apresentou
fluorescéncia em meio basico, enquanto, PCs preparados a partir da pirdlise de sais de acido
etilenodiamina-tetraacético observou-se um comportamento inverso (DONG et al., 2013).

Podemos inferir que nos casos dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA a emissdo de
fluorescéncia aumenta diretamente com aumento do valor de pH quando a excitagdo ocorre em
440 nm, pois trata-se da emissdo proveniente dos estados moleculares relacionados a
fluoroforos isolados conectados na superficie do PCs fenazina e dicarboxifenazina, conforme

apresentado no espectro na regido do UV/Vis e espectro de fluorescéncia.

4.3.6 Determinaciao do Potencial Zeta

Os estudos de potencial zeta foram empregados para avaliar as cargas superficiais das
particulas. Os resultados de potencial zeta em pH=7,4 para ambos os PCs, indicam que na
superficie dos PCs-OPDA contém mais grupos aminas, pois apresenta um valor mais
positivo de potencial zeta em comparagao ao PCs 3,4-DABA, sendo o valor de pKa do
carbondceo OPDA igual a 4,46 enquanto para o 3,4-DABA, o pKal= 3,39 e pka2=5,1,
contribuindo para os resultados obtidos. Com aumento do valor para pH=8, o valor de
potencial zeta torna-se mais negativo em funcao da desprotonacdo dos grupos funcionais

presentes em ambas as estruturas.

Tabela 1 -Tabela dos valores de potencial zeta apresentados pelos PCs-OPDA e PCs 3,4-
DABA em pH 7,4 ¢ 8.

pH 7,4 8
PCs-OPDA -0,146 -7,01
PCs 3,4-DABA -5,85 -8.44

Fonte: Autora.
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Os valores de potencial zeta apresentados corroboram com a proposta estrutural dos
grupos funcionais presentes na superficie dos PCs obtidos a partir dos espectros de IV, uma
vez que eles indicam que os PCs 3,4-DABA apresentam mais grupos carboxilatos, enquanto os

PCs-OPDA contém mais grupos funcionais aminas.

4.3.7 Rendimento quantico de fluorescéncia

O rendimento quantico de fluorescéncia ¢ a razdo do numero de fotons emitidos pelo
numero de fotons absorvidos, dando um valor relativo da fluorescéncia do material. Em nosso
trabalho, o rendimento quantico de fluorescéncia foi realizado pelo método indireto, utilizando-
se padroes de fluorescéncias para os possiveis calculos, a fluoresceina foi utilizada no estudo
dos PCs-OPDA e a rodamina 6G foi utilizada no estudo dos PCs 3,4-DABA, visto que as
amostras absorvem em comprimento de onda distintos. A Figura 52 mostra o tratamento
matematico da integral da 4rea do espectro versus absorbancia das amostras, onde foi possivel
determinar o valor de ®r = 17% para os PCs-OPDA e ®r = 2,98% para os PCs 3,4-DABA.

Os dados obtidos de rendimento quantico de fluorescéncia dos PCs-OPDA estdao
semelhantes a literatura de Jiang e colaboradores (2015) no qual os PCs-OPDA sintetizado
pelos mesmos apresentou valor de @r = 17,6% e no trabalho de Soni e colaboradores (2021)
citado na se¢do de fluorescéncia, o produto obtido na regido do verde apresentou ®@r = 18,8%.

O rendimento quantico de PCs 3,4-DABA apresentou-se um valor menor daqueles
encontrados na literatura, tais como no trabalho de Zhao e colaboradores (2019) utilizou como
precursores o acido 3,5 diaminobenzoico, etanol e H3PO4, obtendo-se um ®r = 69,2% e no
trabalho de Wang e colaboradores (2019) utilizando-se também 4acido 3,5 diaminobenzoico em
um método solvatotérmico obteve-se um ®r = 53,8%. De acordo com a literatura de Miao ¢
colaboradores (2018), a passivacao da superficie dos PCs, bem como a utilizacao de métodos

de dopagem de heteroatomos, melhoram os valores de rendimento quantico de fluorescéncia.
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Figura 52 - Tratamento matematico da integral da area do espectro de emissao de fluorescéncia

versus absorbancia para os padroes e PCs.
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Fonte: Autora.

4.3.8 Microscopia de imagem com tempo de vida de fluorescéncia (tempo de

vida)

O tempo de vida, ¢ um tempo finito em que as moléculas permanecem apds serem
excitadas, ou seja, um tempo finito antes de retornarem ao seu estado eletronico fundamental e
diversos fatores podem afertar a medida do tempo de vida, tais como taxas de decaimento
radiativo, nao- radiativos, desativacdes colisionais, interacdes com supressores, dentre outros
(DATTA et al, 2020).

Em nosso estudo utilizou-se duas técnicas a partir da metodologia “Time Correlated
Single Photon Counting” (TCSPC) que ¢ um método que se baseia na probabilidade de que a
emissao de um foton por uma molécula excitada, diminui exponencialmente com o passar do
tempo e a medida ¢ realizada para obter uma relacao entre o nimero de fétons em relagao ao
tempo e as técnicas empregadas foram a técnica FLIM (imagem de fluorescéncia vitalicia) e a
técnica de fluorescéncia resolvida no tempo

Na técnica FLIM consegue-se medir o tempo que um fluoréforo permanece em um
estado excitado antes de emitir um foton, além disso a técnica apresenta alta sensibilidade e
potencialidade de avaliar os processos de fotoluminescéncia dos PCs em microambiente
celular e as medi¢des de tempo de vida de fluorescéncia foram obtidas a partir do

gotejamento das solucdes de PCs nas laminulas de microscopia, submetida a excitacdo em
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440 nm, sendo para os PCs-OPDA a emissdo a partir de 460 nm e para os PCs 3,4-DABA
a partir de 550 nm (SUHLING et al., 2005).

A técnica de fluorescéncia resolvido no tempo, utilizou-se solugdes de PCs em uma
cubeta, no qual foi submetida a excitagdo com um laser em 427nm com uma emissao fixa em
550 nm. Nessa técnica mede-se o tempo entre a excitagdo da amostra por um laser pulsado e a
chegada do foton emitido ao detector.

Apesar das duas técnicas se basear na metodologia TCSPC, elas se diferem entre si em
sua instrumentacao, sendo a FLIM apresentando um espelho dicrdico (para separar o sinal de
fluorescéncia da luz de excitagdo) e a fluorescéncia resolvida no tempo um meio de separar o
sinal de fluorescéncia da luz de excitacdo (monocromador ou filtros opticos). As diferencas

instrumentais estdo ilustradas na Figura 53.

Figura 53 - Instrumentacao das técnicas FLIM (A) e fluorescéncia resolvida no tempo (B).
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Fonte: (SUHLING et al., 2015)

Na Tabela 2, observa-se os valores obtidos a partir da técnica de fluorescéncia
resolvida no tempo. Os PCs -OPDA apresentam decaimento cinético mono exponencial

enquanto PCs-3,4-DABA bi exponencial.
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Tabela 2 — Valores obtidos de tempo de vida dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA pela técnica

de fluorescéncia resolvida no tempo

Amostras t1 (ns) t2 (ns)
PCs-OPDA 1,86 -
PCS 3,4- DABA 1,08 2,26

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores obtidos a partir da técnica FLIM, e
observa-se 0 mesmo comportamento cinético para os PCs-OPDA, sendo mono exponencial
enquanto PCs-3,4-DABA bi exponencial. A Figura 54 apresenta o perfil do decaimento

cinético.

Tabela 3 — Valores obtidos de tempo de vida dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA pela técnica
FLIM.

Amostras t1 (ns) t2 (ns) [t] (ns) Chi-squared
PCs-OPDA 1,59 - 1,59 0,96
PCS 3,4- DABA 1,20 0,39 1,16 1,01

Fonte: Autora.

Figura 54 - Perfil do decaimento cinético obtidos pela técnica FLIM dos PCs-OPDA (A) e PCs
3,4-DABA (B)

Fonte: Autora.
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Comparando os valores com a técnica de fluorescéncia resolvida no tempo, os PCs-
OPDA e PCs 3,4-DABA apresentam valores de tempo de vida menores, principalmente no
segundo decaimento cinético dos PCs 3,4-DABA. Acredita-se que a diferenca dos valores
esta relacionada com a instrumentacao das técnicas utilizadas.

No trabalho de Yang e colaboradores, o nanoponto de carbono obtido a partir do
composto o-fenilenodiamina apresentou tempo de vida médio igual a 2,09 ns. Shuang e
colaboradores 2022, sintetizaram PCs a partir do 3,5-DABA e 4cido citrico, apresentando
tempo de vida médio igual a 7,8363 ns.

As diferengas entre os valores de tempo de vida médio para PCs OPDA e PCs 3,4-DABA
pode ser justificado aos grupos funcionais. Os grupamentos NH; aumentam o grau de
conjugac¢do nos PCs, aumentando o nivel de Fermi e consequentemente aumentando o tempo

de vida de fluorescéncia.

4.4 Ensaios de viabilidade celular

Com o recente avango nas pesquisas, os PCs apresentaram um grande potencial em
serem aplicados nas areas biologicas, como em bioimagem, entrega de drogas, biodeteccao
e terapia fotodinamica, devido 4 suas propriedades Opticas, solubilidade aquosa e baixa
citotoxicidade, sendo assim, o estudo da citotoxicidade/viabilidade celular se tornou um fator
essencial para tais aplicagcdes (SHARMA & DAS, 2019).

Em nosso estudo, os ensaios de viabilidade celular foram realizados para os PCs-OPDA
e PCs -DABA apo6s 24 h de tratamento em linhagens celulares de melanoma murino B16F10 e
melanoma humano A375, foi utilizado diferentes linhagens celulares com o intuito de verificar
se haveria diferencas em seus resultados.

As concentragdes de ambos os estudos se encontram na faixa de 0,15 a 2,5 mg/mL. O
resultado de viabilidade celular para a linhagem B16F10 esta apresentado na Figura 55 e pode-
se observar que o efeito citotdxico foi maior para o tratamento com PCs-OPDA em relagdo ao

PCs-3,4-DABA.



85

Figura 55 - Resposta de viabilidade celular dos PCs-OPDA e PCs -DABA em linhagem celular
B16 F10 apos 24 h de incubagao. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001).
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Fonte: Autora.

Em se tratando de linhagem celular de melanona humano, os resultados, apresentados
na Figura 56, demonstram que o PCs-OPDA possui alta citotoxicidade para a linhagem A375
em todas as concentragdes testadas, ja na concentragdo de 0,15 mg/mL teve uma citotoxicidade
de aproximadamente 65%. J4 o PCs 3,4-DABA apresentou menor citotoxicidade, sendo
significativamente citotoxico apenas na maior concentracao testada inibindo aproximadamente

22%.
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Figura 56 - Resposta de viabilidade celular dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA em linhagens
A375 ap6s 24 h de incubagdo. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001).
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Fonte: Autora.

Os dados de viabilidade celular demonstram que ambos os PCs sdo mais citotoxicos
para a linhagem B16F10 em relagdo a linhagem A375.

Nos estudos de He e colaboradores (2021) bem como Sham e colaboradores (2019),
sintetizaram PCs a partir da o-fenilenodiamina e os estudos de citotoxicidade frente a células
B16F10, nas concentragdes de 0,025 a 0,4 mg/mL ndo mostrou efeito citotoxico, indicando a
biocompatibilidade dos PCs sintetizados via micro-ondas doméstico.

Com o intuito de discutir a elevada citotoxicidade obtida para os PCs obtidos nesse
trabalho, foi realizado ensaios de morfologia celular.

Os resultados, apresentados na Figura 57, demonstram que o PC 3,4-DABA ¢ capaz de
alterar a morfologia das células A375 apds 24 h de incubagdo a partir da concentragao de 1,25
mg/mL, com diminui¢ao da densidade celular e aparecimento de estruturas circulares. Quantos
os estudos foram realizados com PCs-OPDA a formacao de agregados dificultaram a obtengao

de imagens da morfologia celular.
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Figura 57 - Efeito dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA na morfologia das células A375 apds

24 h de incubacao.
C- ' 0,15 ' 031 0,62 ' 1,25 || 25
[ j J w
-
£ |
&l
E i
< }
]
< s [
! , |
Vo T IRy A f
é i d - ‘-J - ' . 7 ; ~‘ q' .* "‘!
E;: _ L) [ & mil % ‘~ “ ’
¥ L b £\ 5 fe. ¥ |
< o ) (“ "“ & L) ] i .q_ ‘ . ) ,' .‘
- 17 Y %
: if V' ' i@« 3
. ':\ . W@ . ai 5 » I‘ V.4

Fonte: Autora.

A partir dos resultados de morfologia celular, esperdvamos concluir a maior
citotoxicidade promovida pelo PCs-OPDA em linhagens de melanoma murino (B16F10) e
humano (A375) em comparagdo ao PCs 3,4-DABA. No entanto, o que se vé€ ¢ o efeito de
aglomeragdo dos PCs-OPDA visto anteriormente na técnica AFM.

Os sistemas agregados em geral sdo um problema, no que se refere a estudos de
viabilidade celular, j4 os mesmos em alguns casos ndo permeiam a membrana celular e
consequentemente nio interage com alvos celulares que levem a morte da célula (DONDERS
etal.,2019).

Uma possibilidade da maior citotoxicidade promovida pelo PCs-OPDA em relagao ao
PCs 3,4-DABA pode estar relacionada a producao de anion superéxido (O2).

Ensaios iniciais para determinacdo da producdo de O>" (Figura 58), foram realizados

utilizando-se a sonda NBT.
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Figura 58 — Resultados dos ensaios de NBT para os PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA.
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Os resultados preliminares indicam que os PCs-OPDA tendem a produzir mais O™ que
o PCs 3,4-DABA, o que pode justificar a menor viabilidade celular pelo PCs-OPDA.
Contudo, os estudos realizados para os PCs sintetizados nesse trabalho, apresentaram

potenciais em serem aplicados nas areas biologica.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho buscou-se avaliar as propriedades estruturais e opticas de PCs
sintetizados via micro-ondas doméstico a partir de duas fontes carbonaceas semelhantes, sendo
0 OPDA e 3,4-DABA.

As caracterizagdes estruturais pela técnica de IV evidenciaram diferentes grupos funcionais
presentes nas superficies dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA, como esperado, visto que os
precursores apresentam estruturas diferentes. A espectroscopia Raman, evidenciou os
resultados do nticleo de carbono, no qual os PCs sintetizados em nosso trabalho apresentaram
nicleo de carbono incompletos, na técnica de DRX de p6, apresentou-se um carater
policristalino, constatando-se uma possivel estrutura de pontos de polimeros carbonizados
(CNPs), o TGA contribuiu-se apresentando varios eventos de decomposi¢ao, os tamanhos das
particulas foram obtidas a partir do AFM sendo na ordem de 5,02 + 1,03 nm para PCs-OPDA
e 14,01 £ 1,21 nm para PCs 3,4-DABA.

Contudo, nas caracterizagdes estruturais surgiu a possibilidade da formagao dos CNPDs,
visto que o nucleo de carbono pode ser composto por uma superficie passivada por
agregacdo ou ligagdes de grupos funcionais, denominados polimeros fluoréforos.

Com base nos precursores utilizados, acredita-se que se formou polimeros fluoréforos
nas sinteses dos PCs-OPDA e PCs 3,4-DABA, tal como a 2,3-diaminofenzina e 4,7-
dicarboxi-1,2-diaminofenzina, respectivamente.

Os espectros de fluorescéncia indicaram que ambos os PCs sdo independentes do
comprimento de onda de excita¢do, inferindo-se que se formou estruturas poliméricas no
processo de sintese, o espectro de UV/Vis dos PCs apresentaram bandas na regido do Visivel,
sendo PCs-OPDA 420 nm e PCs 3,4-DABA 450 nm, referente a estrutura fenazina e
dicarboxifenazina. O perfil de fluorescéncia em fun¢do do pH avaliado na regido do UV/Vis
apresentou resultados distintos quando comparados entre si, mas ambas as regides apresentaram
dependéncia do valor de pH. A avaliagdo da temperatura na intensidade de fluorescéncia dos
PCs e o estudo de solvatocrosmismo na emissdo de fluorescéncia apresentaram resultados
condizentes com a estrutura formada em nossa sintese. O tempo de vida e o potencial zeta
apresentaram resultados que confirmam as diferengas estruturais entres os PCs-OPDA e PCs
3,4-DABA.

Os estudos de viabilidade celular na faixa de concentracdes entre 0,15 e 0,31 mg/mL
apresentaram resultados condizente com aqueles encontrados na literatura, sendo assim, nao

apresentaram citotoxicidades a células B16F10 e células A375.
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