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SUMARIO

O é&cido levulinico (AL) tem sido alvo de muitos estudos por ser uma molécula de facil producéo via
sintética e, mais recentemente, via processos envolvendo biomassas. O departamento de energia dos
EUA, identificou o AL como uma plataforma de 12 potenciais quimicos no conceito de biorrefinaria. A
ampla gama do AL em possiveis produtos secundarios, muitas aplicagdes nas industriais ou como um
intermediario em quimica organica. Para além das largas dezenas de milhares de euros de custo de
aquisicdo dos cromatdgrafos, o reagente para uma determinacdo de AL tem um valor estimado de
1000 €. Desta forma, o objetivo deste trabalho € encontrar um método rapido, facil e barato para a
detecdo e quantificacdo do AL, recorrendo para isso aos pontos de carbono (CDoT).

Os CDoT sdo aglomerados de 4&tomos de carbono com dimensdes de particula inferiores a 100 nm e,
apresentam propriedades notaveis de fluorescéncia, além disso, destacam-se pela sua a baixa toxicidade,
notavel solubilidade em 4&gua e excelente biocompatibilidade. Recentemente, tém despertado
consideravel interesse como sensores para diversas substancias analiticas de interesse. Neste contexto,
a utilizacdo de recursos naturais de baixo custo e renovaveis ndo apenas satisfaz a necessidade de sintese
em larga escala de CDoT, mas também incentiva desenvolvimento de aplicacdes sustentaveis.

A preparagdo de CDoT utilizando recursos naturais como plantas, oferece diversas vantagens,
tornando-se uma escolha econdmica, ecologicamente sustentavel e amplamente acessivel. Os residuos
estdo prontamente disponiveis e sdo recursos naturais como matéria-prima para a producdo de CDoT
com diversas caracteristicas e formas atrativas. Varios artigos de revisdo estdo agora disponiveis
cobrindo a sintese, propriedades e aplicacGes de CDoT. No entanto, h4 literatura de revisdo especifica e
focada discutindo CDoT derivados de residuos para aplica¢des de sensor. Para preencher essa lacuna,
apresentamos uma revisao do progresso na producao de CDoT a partir de residuos de Curcubita maxima
(conhecida popularmente como abd6bora bolina) e quantum dots a base de cadmio-teldrio revestido por
acido mercapto propionico (MPA). Destacamos 0s métodos de sintese e, em seguida, fornecemos uma
visao geral de suas propriedades éticas, ressaltando seu potencial como sensores para a dete¢do do acido
levulinico. E importante notar que as tentativas de desenvolver um método colorimétrico rapido,
econdmico e confiavel para a dete¢do do &cido levulinico tém sido desafiadoras. A estrutura pequena,
simples, sem grupos funcionais que o pudesse diferenciar contribuiram para a dificuldade de encontrar
um método analitico sequer qualitativo.

O objetivo de desenvolver um sensor econdmico, ecologicamente amigavel e de utilizacdo simples
usando CDoT mostrou-se inatingivel. Além disso, foram realizados ensaios experimentais com quantum
dots a base de cadmio e telUrio, mas também ndo foi possivel obter um sensor eficaz para o AL.

Em resumo, nenhuma das metodologias testadas conseguiu produzir o sensor quimico desejado para
a detecdo do acido levulinico.

Palavras-chaves: Pontos de carbonos; sensor; biomoléculas; acido levulinico



Abstract

The levulinic acid (AL) has been the subject of many studies because it is a molecule that is easy to
produce synthetically and, more recently, via processes involving biomass. The US Department of
Energy has identified AL as a platform for 12 potential chemicals in the biorefinery concept. AL's wide
range of possible secondary products, many industrial applications or as an intermediate in organic
chemistry. In addition to the tens of thousands of euros it costs to purchase chromatographs, the reagent
for an AL determination has an estimated value of € 1,000. The aim of this work is therefore to find a
quick, easy and inexpensive method for detecting and quantifying AL, using carbon dots (CDoT).

The CDoT are agglomerates of carbon atoms with particle sizes of less than 100 nm and have
remarkable fluorescence properties. They also stand out for their low toxicity, remarkable water
solubility and excellent biocompatibility.

The preparation of CDoT using natural resources such as plants offers several advantages, making it
an economical, ecologically sustainable and widely accessible choice. Wastes are readily available and
natural resources as raw materials to produce CDoT with various characteristics and attractive shapes.
Several review articles are now available covering the synthesis, properties, and applications of CDoT.
However, there is specific and focused review literature discussing waste derived CDoT for biosensor
applications. To fill this gap, we present a review of progress in the production of CDoT from Curcubita
maxima (popularly known as bolina squash) waste and cadmium-tellurium-based quantum dots coated
with mercapto propionic acid (MPA). We highlight the synthesis methods and then provide an overview
of their optical properties, highlighting their potential as biosensors for the detection of levulinic acid.
It is important to note that attempts to develop a rapid, economical and reliable colorimetric method for
the detection of levulinic acid have been challenging. The small, simple structure, with no functional
groups that could differentiate it, contributed to the difficulty of finding even a qualitative analytical
method.

The goal of developing an economical, ecologically friendly and simple-to-use sensor using CDoT
proved to be unattainable. In addition, experimental tests were carried out with cadmium- and tellurium-
based quantum dots, but it was not possible to obtain an effective sensor for LA either.

In summary, none of the methodologies tested succeeded in producing the desired chemical sensor
for the detection of levulinic acid.

Key words: Carbon dots; sensors; biomolecules; Levulinic acid
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1. Introducao

A tese apresentada foi desenvolvida no dmbito de obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias de
Biorrecursos e foi realizado no Instituto Superior de Engenharia do Porto, juntamente com o laboratério
LabRise, tendo por objetivo o desenvolvimento de uma metodologia para a identificacdo e quantificacéo
da molécula &cido levulinico (AL).

Esta tese teve a foi realizada entre o periodo de 4 de outubro de 2020 e 4 de setembro de 2023 (cerca
de 3 anos letivo).

A tese foi realizada no Departamento de Engenharia Quimica - ISEP e no laboratério LabRise.

1.1 Enquadramento

A exploracdo dos recursos naturais do planeta é fundamental para a sobrevivéncia do ser humano.
Os estoques destes materiais, apesar de parecerem abundantes e infinitos, sdo escassos e, se usados de
forma excessiva e desmedida, irdo se esgotar. Pesquisadores alertam que o esgotamento destas fontes
pode levar a uma extincdo em massa, no qual 75 % das espécies do planeta simplesmente deixardo de
existir. Assegurar uma producdo e consumo responsaveis é um dos objetivos de desenvolvimento
sustentavel (ODS) das Nag¢des Unidas o qual a Unido Europeia (UE) se comprometeu. Um volume
crescente de literatura tem demonstrado que os fluxos de comércio global séo os principais contribuintes
para o0s impactos ambientais do consumo. De facto, os paises desenvolvidos importam combustiveis e
outros recursos dos paises em desenvolvimento, transferindo uma parcela significativas dos encargos
ambientais relacionados com o consumo de bens para fora das suas fronteiras (Corrado, 2020).

Abordar a sustentabilidade ambiental da producdo e do consumo é um desafio fundamental na
agenda politica global. Varias iniciativas e politicas destinadas a reduzir os impactos ambientais exortam
a uma transformacdo radical dos padrdes de producéo e consumo (Corrado, 2020).

Ao adotar, na Conferéncia das Nagdes Unidas sobre ODS Rio+20 em 2012 (Nagdes Unidas (ONU),
2012), o Quadro de Programas de 10 anos sobre padrdes de consumo e producéo sustentdveis, os lideres
globais reconheceram a importancia de tomar medidas e mudar as formas de produgdo e consumo, a fim
de alcancar um ODS global. Isto também foi destacado no objetivo de ODS da ONU (ONU, 2015), que
visava assegurar padrfes de consumo e producdo sustentaveis e responsaveis. A Comissdo Europeia
(CE) comprometeu-se a integrar plenamente os ODS no quadro politico da UE e nas prioridades da UE,
avaliando o estado atual e identificando as preocupacdes de sustentabilidade mais relevantes (CE, 2016).
O progresso no sentido de padrdes de consumo e produgdo sustentaveis ndo diz respeito apenas as
atividades internas da UE, uma vez que o consumo é uma forca motriz de varias atividades que ocorrem
fora das fronteiras da UE. A Comunicagdo "Comercio para todos" (CE, 2015) apoia a transi¢ao para
uma politica comercial e de investimento mais responsavel, enquanto o sétimo plano de acdo ambiental
(7° PAA) (CE, 2013) salienta a necessidade de reduzir os impactos ambientais causados pelo consumo
da UE para além das fronteiras da UE.



A perda e o desperdicio de alimentos sdo ameacas graves para a sustentabilidade dos nossos
sistemas alimentares. De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura (FAQ) cerca de um terco da producdo mundial de alimentos para consumo humano, cerca
de 1,3 mil milhdes de toneladas, é perdido ou desperdi¢ado (FAO, 2011).

Recentemente, os governos estdo a comecar a demonstrar uma crescente consciencializacdo e a
implementar politicas alimentares para resolver este problema. Os decisores politicos, as indUstrias
alimentares e os retalhistas, os investigadores e as organiza¢des ndo governamentais estdo a trabalhar
em conjunto para promover um movimento social no sentido de uma maior valorizacdo dos alimentos e
de minimizar o desperdicio alimentar global e o0s seus impactos. O primeiro passo para uma politica
alimentar eficaz consiste em identificar e quantificar o tipo de residuos. Os termos perdas e desperdicios
alimentares sdo frequentemente utilizados de forma indistinta, mas alguns estudos tentaram diferencia-
los com base nas fases de uma cadeia de abastecimento alimentar. As perdas de alimentos podem ser
definidas como os alimentos descartados (produzidos para consumo humano) nas fases de producéo,
pos-colheita e processamento da cadeia de abastecimento alimentar e quando sdo descartados pelos
utilizadores finais ao nivel do retalho e do consumo, podem ser designados como “residuos” alimentares
(FAO, 2017).

O termo "desperdicio alimentar" inclui os restos de alimentos gerados na produgdo agricola, no
manuseamento e armazenamento pds-colheita, no processamento posterior dos alimentos, na
distribuicdo do comércio grossista e retalhista, nas cozinhas dos grandes consumidores e nos agregados
familiares (Ojha et al, 2020).

Durante a producéo agricola, as perdas podem resultar de danos mecénicos e/ou derrames
durante a operacao de colheita; por exemplo, debulha, apanha de fruta, etc. As perdas no manuseamento
e armazenamento pos-colheita incluem o derrame e a degradacdo durante 0 manuseamento, 0
armazenamento e o transporte entre a exploracao agricola e a distribui¢do. Além disso, a transformagéo
industrial ou doméstica de alimentos também gera perdas durante vérias operacdes unitarias, incluindo
a triagem, a lavagem, o descasque, 0 corte e a cozedura, ou devido a falhas e acidentes nas linhas de
processamento. A distribuicdo de alimentos nos mercados grossistas, supermercados e retalhistas
também gera perdas e desperdicio de alimentos. O tltimo nivel da cadeia de valor € o do consumo, que
inclui perdas e desperdicios em casa ou nos restaurantes/restaurantes. Os nossos atuais habitos de
producdo e consumo de alimentos séo insustentaveis. O conceito de economia circular pode oferecer
ferramentas para melhorar e otimizar a sustentabilidade de um sistema alimentar. Um ciclo alimentar
sustentavel pode ter cinco fases: producdo de alimentos, transformagdo, distribui¢cdo, consumo de
alimentos e gestdo de residuos alimentares (Wunderlich e Martinez, 2018). Se cada uma destas etapas
for gerida corretamente, é possivel alcancar a sustentabilidade global do ciclo alimentar. O objetivo da
alimentacdo sustentavel (Ojha et al, 2020).

Varios investigadores, bancos alimentares, agéncias governamentais e ndo governamentais propde e
implementam estratégias inovadoras para resolver o problema do desperdicio alimentar. O cerne destas
estratégias baseia-se nos trés R's da gestdo de residuos - Reduzir, Reutilizar e Reciclar. Sendo assim, o
uso de residuos alimentares como uma fonte de reaproveitamento e alternativa a producdo de novos
produtos e/ou quimicos por via bioldgica tem ganhado interesse nas indUstrias de biotecnologia e
biorrefinaria (Ellis, 2019).

O é&cido-4-oxopentandico ou acido levulinico (AL), tem sido alvo de muitos estudos por ser uma
molécula de facil producéo via sintética e, mais recentemente, via processos envolvendo biomassas. O
processo inicia com a hidrélise de um carboidrato por uma catalise acida para obter a glucose por
hidrélise, uma reagdo de primeira ordem com sucessivas etapas de desidrata¢cdo, o 5-HMF é um
intermediario formado que, posteriormente, passa por um processo de hidratacdo e clivagem dando
origem ao AL e acido férmico em quantidades molares iguais. Os métodos analiticos normalmente
usados para a detecdo e quantificacdo do AL sdo dispendiosos, como por cromatografia liquida de alto
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desempenho, devido a quantidade de reagente a serem utilizados e as condi¢Ges necessarias para realizar
a andlise.

1.2 Objetivo

O objetivo deste estudo é desenvolver um método de detecéo e quantificacio do Acido Levulinico
(AL) que seja simples e economicamente viavel. Para alcangar esse propdsito, recorreu-se aos
Biorrecursos para sintetizar nanoparticulas pontos de carbonos, conhecidas como CDoT que funcionam
como sensores quimicos para a detecdo do AL. A metodologia escolhida para a detecdo e quantificacdo
do sensor a base de CDot foi a fluorescéncia.

1.3 Organizacéo do relatorio

A presente dissertacdo encontra-se dividida em seis capitulos. O primeiro reflete a contextualizacao
do tema abordado, apresenta os principais objetivos e uma breve caracterizagdo do tema da tese bem
como o local onde o projeto foi desenvolvido.

O segundo capitulo contempla os fundamentos tedricos que permitiram conhecer melhor a
caracteristica quimicas da biomassa e onde deve ser aplicada. Além disso, descrevem-se e caracterizam-
se 0s processos de sintese do AL. Apresentam-se a aplicagdo, dando maior énfase as areas onde ocorre
a producdo. Apresenta-se, ainda, o valor monetario de uma andlise de detecdo do &cido levulinico, a
analise de tendéncia no mercado e o seu valor comercial.

No terceiro capitulo, s&o descrito a metodologia do plano experimental bem como a descri¢éo da
preparacdo da amostra e dos métodos experimental.

No quarto capitulo, séo apresentados os resultados dos estudos de otimizacao, incluindo o tempo de
sintese, 0 método de purificacdo de CDoT mais econdmico e, por fim os resultados de analise de CDoT
aplicado como sensor de AL.

No dltimo capitulo, sdo destacadas as conclusdes do trabalho realizado, os resultados obtidos na
otimizacdo de sintese de CDoT assistida por micro-ondas, os resultados dos sensores com AL e algumas
sugestdes para trabalhos futuros.



2. Fundamentos tedricos

Nos ultimos anos tem se verificado um interesse crescente na utilizacdo de matérias-primas
renovaveis para a producdo de quimicos verdes, alternativas derivadas de petréleo. Contudo, no
presente, a industria alimentar gera grandes quantidades de desperdicios, nomeadamente fruta e legumes
bons que devido a vérias circunstancias da cadeia de distribui¢do, acabam em residuos. Embora a
enorme quantidade de residuos gerados seja de grande preocupacao e acarrete graves prejuizos para o
meio ambiente. H& uma estimativa que o desperdicio alimentar dos agregados familiares, dos
estabelecimentos de retalho e da industria de servigos alimentares totaliza 931 milhdes de toneladas por
ano e em Portugal é de 861 838 toneladas por ano (Nairobi, 2021). Deste modo, é de extrema
importancia maximizar o seu aproveitamento, o que por sua vez pode constituir uma verdadeira solugéo
ambiental.

Entre os recursos renovaveis, a biomassa surge como uma importante alternativa para desenvolver
tecnologias de geracdo de energia, e de subprodutos da industria quimica. Novos estudos demonstram
que a utilizagdo dos residuos organicos gerados terd um papel primordial no futuro como fonte de
substancias quimicas. Estes residuos por sua vez contribuirdo para a criacdo de novas plataformas de
bio produtos como alternativa de redugdo das emissdes de dioxido de carbono (Bevilaqua, 2010). Nesse
aspeto, o AL tem um papel importante neste segmento, devido a sua versatilidade como matéria-prima
para a producgdo de diversos bio produtos, tais como: &cido pentandico, usado como precursores de
poliésteres e em resinas e, tambeém a hidrogenacdo do AL em metiltetra-hidrofurano pode ser utilizado
como aditivo em gasolina (Santana, 2020).

A grande vantagem na utilizac&o de produtos derivados de biomassa decorre desta matéria-prima ser
abundante, renovavel e apresenta baixo valor agregado, ou seja, na maioria das vezes ndo teria um
destino adequado, mas pode ser utilizado agora como fonte de carbono. Desta forma, evitam-se, graves
prejuizos ambientais face ao desequilibrio gerado pelo descarte inadequado desta matéria-prima
(Santana, 2020).

A matéria-prima lignocelul6sica é uma biomassa predominantemente composta de um complexo
composito de estruturas de carboidratos, celulose (38-50 %), hemicelulose (23-32 %) e lignina
(15-25 %) (Kamm B, et al. 2013).

O objetivo deste trabalho é desenvolver um método detecdo e quantificacdo do AL que seja simples
e economicamente acessivel. Para esse propdsito, recorreu-se aos biorrecursos para sintetizar
nanoparticulas, CDoT. A fim de desenvolver sensores quimicos do AL o método escolhido para detetar
e quantificar o sensor feitos a base de CDot é a fluorescéncia.

2.1 Matéria lignocelulosica

A matéria organica lignocelulésica € predominantemente composta por cadeias poliméricas de
lignina, hemicelulose e celulose. Essas trés estruturas polimérica estdo ligadas entre si por ligacdes
covalentes as quais originam uma rede resistentes a ataques microbianos, Figura 2.1. As fibrilas da
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fracdo celul6sica, um polissacarideo composto por monémeros de glicose, assumem uma disposicao
espiral, de forma a conferir forca e flexibilidade ao material. A fragdo celul6sica encontra-se envolvida
pela lignina, polimero aromético heterogéneo formado por ligacGes éter biologicamente estaveis, cuja
funcdo é aumentar a resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. A ultima, mas principal
fracdo é a hemicelulose, que atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina, apresenta-se como
uma estrutura ramificada e formada, principalmente, por unidades de pentoses (xilose, raminose e
arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e radicais de acetilo (Lengoskwi, 2013).

Ligacies de hidrogénin
infermoleculares

Ligagties e drogénio
intramoleculares

Figura 2.1.Representacéo das ligagdes de ramificacdes da celulose. Adaptado de (Santos, 2012).

A celulose é uma estrutura molecular (C¢H100s), formada por unidades de glicose, através de
ligagdes quimicas do tipo p1—4, como mostra a Figura 2.2 (Meschede, 2012).

EHEDH OH
H n} H
. OH H
=0 OoH H H
H OH EH2EIH

Figura 2.2. Estrutura da celulose formada por unidade de glicose. Adaptado de (Bevilaqua, 2010).

O grau de polimerizacdo da celulose pode ser da ordem de 7000 a 10 000 mondmeros por cadeia, 0
que Ihe confere elevada massa molecular (Bevilaqua, 2010).

O polimero linear de celulose esta associado através das ligac6es de hidrogénio que sao responsaveis
pela formacdo das fibras de celulose. Desta forma, as cadeias de celulose formam ligacGes de hidrogénio
intramoleculares, entre grupos hidroxilo da mesma cadeia e intermoleculares, ou seja, entre 0s grupos
hidroxilas de cadaeias adjacentes (Barud, 2006).

A hidrélise da celulose em meio &cido leva & liberagdo de mondmeros de glicose, Figura 2.3.
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Figura 2.3. Hidrolise da celulose para formar unidades de glicose. Adaptado de (Bevilaqua, 2010)

A lignina é um bio polimero constituido por unidades de compostos aromaticos com estrutura amorfa
e tridimensional, formado por polimerizagdo oxidativa, Figura 2.4. A lignina, confere rigidez na parede
celular e resisténcia a estresse bidtico e abidtico, ou seja, apresenta-se como uma barreira de defesa
fisica e quimica, dificultando o ataque de microrganismo fito patogénicos e confere rigidez a estrutura,
por isso, usamos madeira para construir movéis, casas. A lignina esta presente em diferentes partes

D) arunem

biomassa vegetal, tais como, folhas, caule, casca e raizes (Meschede, 2012).

PAREDE CELLRAR

Figura 2.4. Disposic¢ao dos compostos hemicelulose, celulose e lignina na parede celular. Adaptado de (Braga, 2018)

A hemicelulose, Figura 2.5, € um bio polimero amorfo, geralmente formadas de 2 a 6 moléculas de

carboidratos diferentes, unidos por ligagdes do tipo -1,4 (Braga, 2018).
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Figura 2.5. Disposicdo dos compostos hemicelulose na parede celular. Adaptado de (Naidjonoka, 2020)

Podemos afirmar que as hemiceluloses sdo moléculas menores que a celulose, formadas
principalmente por xilose, arabinose, galactose, manose e ramnose (Braga, 2018).

Atualmente, a maior parte das necessidades de energia e a grande maioria dos produtos sintéticos e
guimicos séo provenientes de combustiveis fosseis, devido a sua oferta abundante e custo relativamente
baixo. Eventualmente, a utilizacdo de recursos fosseis se tornara insustentavel devido ao aumento e
modernizacdo da populacdo mundial, precos crescentes e deplecdo dos recursos fosseis disponiveis e
pressdes ambientais (devido a emissdes de gases toxicos). A biomassa é o Gnico recurso renovavel de
carbono fixo, que é essencial para a producdo de combustiveis liquidos de hidrocarbonetos e produtos
guimicos (Rackemann, et al. 2011).

A natureza produz mais de 150 bilhdes de toneladas de biomassa por ano por fotossintese, com
apenas 3 a 4 % utilizado por humanos para fins alimentares e ndo alimentares. Os residuos agricolas e
florestais de baixo valor, gramineas e culturas energéticas sdo fontes preferidas de biomassa para a
fabricacdo produtos do ponto de vista técnico e socioeconémico. Atualmente, uma quantidade
substancial de pesquisas esta sendo realizada em todo o mundo para identificar transformacdes quimicas
atraentes da biomassa em massa produtos quimicos organicos. O National Renewable Energy
Laboratory (Denver, EUA) identificou o AL como um dos varios produtos quimicos de plataforma
derivados que podem ser produzidos a partir de biomassa (Rackemann, et al. 2011).

2.2 Acido levulinico

O AL tem sido alvo de muitos estudos por ser uma molécula de facil producéo via sintética e, mais
recentemente, via processos envolvendo biomassas, Figura 2.6.

O
OH

O

Figura 2.6. Estrutura do acido levulinico. Adaptado de (Bevilaqua, 2010)

O AL é uma molécula com 5 carbonos de estrutura linear contendo um grupo &cido carboxilico na
posicdo 1 e um grupo carbonilo na posicao 4. Este acido foi descrito por Freiherrn von Grote e Tollens
em 1875. Os autores deste estudo obtiveram o &cido por agquecimento do aglcar com acido concentrado,
dissolvido em &gua durante muitos dias. Durante o processo, notaram a formacdo de acido férmico e
agua, bem como a producéo de uma considerdvel quantidade de humina. Os autores deram 0 nome desta



substancia de AL porque a rotacdo levogiro da frutose, chama-se levulose e foram o reagente da reacdo
do écido gerado (Kamm B, et al. 2013).

Embora, a importancia do AL como um quimico intermedidrio para a industria tenha sido
reconhecida devido a notavel reatividade excecional do grupo cetona e carbonilo e a alta reatividade das
lactonas (y-valerolactona e a-valerolactona), o AL nunca foi comercialmente produzido em grandes
volumes. Desde 1956, AL tem sido considerado como uma plataforma quimica de alto potencial.
Contudo, o custo intensivo de producdo que procede através a desidratacdo das hexoses, formacédo do
5-HMF e posterior a clivagem de uma mole de acido férmico fez com que impedisse a possibilidade de
competitividade do acido levulinico no mercado por ser um intermediério quimico derivado da matéria-
prima fossil. Em 1970, a comunidade quimica teve em atencdo 0 AL como uma matéria-prima, todavia,
no final do século XX o AL demonstrou uma alternativa de custo-eficiéncia a partir da biomassa e isto
ganhou atencdo por ser um processo de biorrefinaria e fez com que resolvesse o problema de matérias-
primas onerosas, baixo rendimento, custo excessivos de equipamentos de producéo e, também permitiu
ter uma féacil recuperacéo e tratamento (Kamm B; et al. 2013).

O departamento de energia dos EUA, identificou o AL como uma plataforma de 12 potenciais
quimicos no conceito de biorrefinaria. A ampla gama do AL em possiveis produtos secundarios, muitas
aplicagdes nas industriais ou como um intermediario em quimica organica, tem sido um esforco
intensivo de pesquisa durante décadas. Desta forma, foram desenvolvidas novas rotas de sintese de
compostos quimicos de relevancia para as industrias, especificamente para aplicacdo como solventes,
monoémeros e aditivos para combustiveis (Kamm B, et al. 2013).

O preco de venda do AL diminuiu aproximadamente de 12 a 8 €/kg em 454 toneladas de produgéo
anual em 2005 para 3 €/kg e, atualmente custa entre 5 a 7 €/kg. Os Projetos econdmicos indicam que
aplicacdo de processos de biorrefinaria faz com que o custo de producdo de AL pode diminuir de 0,07
a 0,2 €/kg dependendo da escala de operacéo (Kamm B, et al).

Este &cido de baixa massa molecular é altamente polar e como consequéncia é compativel com
solventes como agua, etanol, cetona, aldeido, acidos organicos, ésteres e éteres (Bevilaqua, 2010).

Algumas das principais propriedades fisicas do AL sdo mostradas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Propriedades fisicas do &cido levulinico. Adaptado de (Bevilagua, 2010).

Propriedades fisicas Valores Referéncias
Formula CsHgO3

Massa molar 116,11 g/mol

pKa 4,59

Ponto de fuséo 37°C

Ponto de ebuli¢do 246 °C Bevilaqua, 2010
indice de refracdo (20 °C) 1,1447

Densidade 1,14 g/cm?®

Tensdo superficial (25 °C) 39,7 mN.m*

AvapH 74,4 kJ.mol* NIST, 2022
AfusH 9,20 kJ.mol*

Pontencial de reducéo -1,3V Dos Santos, 2015

O AL ¢ o principal produto gerado a partir da hidrélise da glicose, no entanto, na reacdo de
degradacdo da glicose também é gerado 5-HMF, um produto intermediério da reag&o.



2.2.1 Sintese do 4cido Levulinico

O AL é atualmente produzido por via petroguimica utilizando hidrolise e hidrogenacdo de anidrido
maleico ou alcool furfurilico. Entende-se que estas vias sdo complexas e causa um preco elevado no
mercado e também aumenta a polui¢do ambiental (Morone, 2015). A falta de produgdo comercial em
larga escala é principalmente atribuida aos elevados custos das matérias-primas necessarias para sua
sintese. A producgdo em alta pureza do AL normalmente requer uma rota de conversdo petroquimica,
gue envolve o uso de compostos como anidrido maleico ou a hidrélise do alcool furfurilico. Esses
processos sdo dispendiosos e contribuem para tornar o AL menos competitivo como um produto
quimico intermediario (Rackemann, 2011).

Um provavel mecanismo para a reac¢do de formacdo de 5-HMF e de AL por hidrolise de matéria
organica que estéa sugerido no esquema da Figura 2.7. O AL é o principal produto a partir da hidrolise
da glicose, no entanto, na reacdo de degradacdo da glicose é gerado 5-HMF, como um produto
intermediario (Bevilaqua, 2010).

A producdo do AL a partir da biomassa pode ter duas rotas de sintese: A primeira rota pode ser por
tratamento &cido da glucose, frutose, manose ou galactose a partir de polimeros de carboidratos tais
como celulose, hemicelulose, amido ou mono e dissacarideos por via de formacdo de D-frutose e 5-
HMF. A segunda rota pode ser por tratamento acido de pentoses tais como Xxilose e arabinose a partir de
hemicelulose que produz o furfural e de seguida por reducdo catalitica para &lcool furfuril e subsequente
abertura do anel na 4gua (Kamm B, et al. 2013).

O AL pode ser obtido por aumento de temperatura sem ocorrer a reacao de frutose com nenhum tipo
de &cido. No entanto, a produgdo do AL ocorre a formacao de 5-HMF o que faz com que o rendimento
da reacdo e a velocidade de reacdo depende da natureza do catalisador, a sua concentracao, temperatura
e pressdo (Kamm B, et al. 2013).

Muitos estudos da cinética na producdo de AL a partir da glucose revelam que a rea¢do ndo é
completamente compreendida e muitas reacOes intermediarias sdo identificadas. Por exemplo: O
processo inicia com a hidrélise de um carboidrato por uma catalise &cida para obter a glucose, 0 5-HMF
é um intermediario formado a partir de D-frutose por uma reacdo de primeira ordem via sucessivas
etapas de desidratagdo e 5-HMF passa por um processo de hidratacdo e clivagem dando origem ao AL
e acido formico e quantidades molares iguais (Kamm B, et al. 2013).

Nos passos de sintese do AL é comum ocorrer a formagdo de humina e uma alta taxa de
decomposicao da glucose que é favorecida em altas temperaturas; o aumento da formacdo de 5-HMF
ocorre com 0 aumento da temperatura e concentragdo do &cido (catalisador); O aumento da seletividade
da formacdo do AL ocorre com 0 aumento da acidez em baixa temperatura, aproximadamente 100 °C,
através do qual, muitos acidos diferentes sdo encontrados na atividade do catalisador que é utilizado.
Por exemplo, o catalisador &cido cloridrico é 12 vezes mais ativo do que acido sulfdrico, mantendo uma
proporgdo de seletividade, enquanto o &cido fosférico é muito fraco para ser aplicado como catalisador
(Tarabanko, 2002).

Uma via alternativa para a sintese de AL é a hidrélise de biomassa lignocelul6sica, Figura 2.2 e
Figura 2.3, tornando-o um quimico verde e minimiza os problemas ambientais em processo
Biorrefinaria, Figura 2.7.
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Figura 2.7. Mecanismo proposto para conversdo de glicose em dcido levulinico. Adaptado de (Bevilaqua, 2010).

2.2.2. Aplicagéo do &cido levulinico

O AL e uma molécula com inimeras possibilidades de aplicacéo, tal como se pode verificar na Figura

2.8 serve para producdo de aditivos alimentares, por exemplo.
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Figura 2.8. Formagéo dos derivados do AL para usar em aditivos alimentares. Adaptado de (Moronei, 2015).
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Conforme previamente mencionado, 0 AL ndo tem sua utilizacdo limitada ao campo dos combustiveis,
ele também pode ser utilizado na producdo de mondmeros para posterior polimerizagdo em produtos
derivados de petrdleo, herbicidas, resinas e solventes entre outros que estdo resumidos na Figura 2.9.
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Figura 2.9. AL como uma plataforma quimica para outros produtos quimicos e combustiveis. Adaptado de
(Rackemann, 2011).

2.2.3 Detecdo do acido levulinico

Os meétodos analiticos normalmente usados para a dete¢do e quantificagdo do AL sdo dispendiosos,
como por cromatografia liquida de alto desempenho, devido a quantidade de reagente a serem utilizados
e as condi¢des necessarias para realizar a analise para além do elevado investimento no equipamento.
No entanto, é de realgcar que o AL é uma com uma estrutura molecular muito simples e sem grandes
grupos funcionais, fazendo com que se torne dificil de a especificar e faz com que recorrem a uso de
cromatografias. Mesmo os estudos por cromatografia liquida de alto desempenho em amostras reais e
com diagramas cronol6gicos muito bem elaborados.

Para termos uma nocdo dos custos dispendiosos, uma das caracteristicas de um equipamento de
cromatografia liquida de alta performance para determinar AL sdo: O comprimento de onda de 270 nm
e uma coluna C18 ((150x4) mmx3 pm), fase movel sendo uma mistura de agua: acetonitrilo 97:3 (v/v)
(ambas as fases sao modificadas com a adi¢do de 0,1 % de acido férmico), usando 0 modo isocratico e
0,6 ml.mint e com volume de injecdo de 20 pl (Bevilaqua, 2013).

Para além das largas dezenas de milhares de euros de custo de aquisi¢do da coluna de cromatografia
e 0s reagentes para determinacéo de AL tém um valor estimado de 977,70 €, Tabela 2.2. No entanto,
tanto a cromatografia liquida de alto desempenho como a cromatografia gasosa originam resultados para
0 AL com bons limites de detecdo e quantificacdo, Tabela 2.3.
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Tabela 2.2. Valor de material e reagentes necessario para determinar AL por cromatografia liquida de alto desempenho.

Material / Reagente

Valor monetario

Bibliografia

5-HMF > 99,9 %

55,10 €/g

AL 98 %

21,10 €/50 g

Acetonitrilo > 99,9 %

81,50 €/100 ml

Sigma Aldrich, 2023

Coluna

C18 | 820,00 €

Waters, 2023

((150%4) mmx3 pm)

Tabela 2.3. Limites de quantificacdo e dete¢éo do &cido levulinico.

Equipamento Referéncia

Cromatografia

Limite Detecao Limite Quantificacio

liquida de alto | 2,5 mg.L* 8,3mg.L? Bevilaqua, 2013
desempenho
Cromatografia | 0,25 mg.L* 10 pg.ml? Wang, 1999

gasosa

Desta forma, o objetivo deste trabalho visa encontrar um método fécil, simples e economicamente
viavel para a detecéo e quantificagdo do AL. Para alcancar esse objetivo, planeasse utilizar CDoT para
a detecdo do AL. Além disso, pretendesse recorrer aos polimeros de impressao molecular (MIPs) como
elemento de reconhecimento da molécula alvo, utilizando-os como plataforma sensora de transducao de
sinal 6tico. Essa abordagem visa proporcionar um método mais acessivel e eficiente para a detegdo e
quantificagdo do AL.

2.3 Pontos de carbonos

O CDoT séo nanoparticulas de composigdo essencialmente de carbono que possuem propriedades
Gticas e eletronicas bastante benéficas, como por exemplo, uma alta luminescéncia, absor¢do Gtica de
banda larga, baixa toxicidade, producéo simples, baixo custo, e elevada estabilidade fotoquimica. Os
CDoT sédo quimicamente inertes e apresentam boa solubilidade em agua. Normalmente, sdo tipicamente
dimensionados entre 1 e 10 nm, embora possam ser sintetizados com tamanhos maiores (Sendao, 2019).

Os CDoT apresentam uma forma geralmente esférica ou quase esférica com um nucleo que pode ser
amorfo ou cristalino, dependendo da origem das nanoparticulas. Essas particulas sdo frequentemente
descritas como tendo um nicleo composto por regiGes amorfas ou cristalinas com grupos funcionais na
superficie. O nlcleo das particulas é predominantemente composto por carbono gréfico sp? ou por folhas
de 6xido de grafeno ou grafeno interligadas por 4tomos de carbono sp® no meio, organizados numa
estrutura diamantifera (Senddo, 2019). Sobre a superficie do CDoT, podem ser encontrados varios
grupos funcionais tais como aminas, alcoois ou acidos carboxilicos, os quais lhes conferem uma
excelente solubilidade em agua. Estes grupos funcionais também permitem que os CDoT sofram outras
etapas de funcionalizagdo a medida que fornecem um produto quimico base para acoplamento a outras
moléculas, por exemplo, os ligandos. As etapas de funcionalizagdo servem respetivamente como um
meio de melhorar a fotoluminescéncia do CDoT ou modificar as suas propriedades fisicas ou de
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interacdo com outras moléculas (Lin, 2021). Podem ser utilizados em varias aplicacGes, entre as quais
se destacam, o0s sensores 0ticos e eletroquimicos, os catalisadores e terapia fotodinamica (Sendéo, 2019).

Os CDoT exibem uma série de propriedades que podem variar significativamente de acordo com
varios fatores, tais como: variagfes na composicao dos precursores, as condi¢fes de reacdo, o tipo de
metodologia sintética utilizada e o tratamento pos-sintético que lhe foi aplicado. Isto implica que as
nanoparticulas resultantes possuem um nacleo interno estavel, mas uma estrutura e composi¢do externa
variavel (Lin, 2021).

Até ao momento, foram desenvolvidos diversos métodos sintéticos para a sintese de CDoT, 0s quais
podem ser classificados em duas vias: método de “baixo para cima” (no inglés bottom-up) e “método
de cima para baixo” (no inglés top-down), conforme a Figura 2.10(Kang, 2020).

Figura 2.10. Métodos de sintese e as suas diferencas.

A abordagem bottom-up converte pequenas moléculas, tais como glicose, frutose ou aminoacidos,
em CDoT. Esta abordagem de sintese tem uma vantagem de uma boa relagdo custo-eficacia, facilidade
de operacao e simples requisitos de equipamento e, portanto, tém sido amplamente utilizados na sintese
de CDoT (Kang, 2020). Em contrapartida, abordagem top-down envolve o processo de decompor 0s
carbonos de materiais maiores por exemplo: o residuo de matéria organica, grafeno de grandes
dimensdes, nanotubo de carbono, grafite, carvéo ativado comercial (Kang, 2020).

A biomassa é uma substancia complexa, abundante, heterogénea, biodegradavel e orgénica que pode
ser obtida de diversas fontes tais como erva perene, residuos organicos domésticos, residuos da
agricultura, pesca, avicultura, criagdo de animais, silvicultura e inddstrias alimentares, ou seja, toda a
matéria organica independente da sua proveniéncia ou organismo que lhe deu origem (Lin, 2021).

Os residuos de biomassa sdo uma fonte natural de carbono orgéanicos, composto principalmente por
celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e/ou proteinas (Lin, 2021). Esses residuos sdo renovaveis,
ecologicamente amigaveis e amplamente disponiveis, representando uma fonte indcua de carbono para
a producdo de CDoT. Contudo, a maioria dos residuos de biomassa € atualmente descartada para
compostagem, depositada em aterro ou queimada abertamente, o que conduz a um desperdicio de
recursos, causando alguns problemas ambientais que ameagam a salide humana (Lin, 2021).

Devido a preocupagdo com meio ambiente surgiu o0 CDoT que s&o preparados a partir de recursos
naturais e mostram as seguintes vantagens comparativamente com os CDoT sintetizados de moléculas
inorganicas., tais como:

1. os precursores do CDoT s@o mais abundantes, amigos do ambiente e apresentam melhor
biocompatibilidade;

2. amaioria dos recursos naturais sao ricos em heterodtomos, que podem render CDoT feitos por
heteroatomos sem adicionar fontes externas de heterodtomos.

Por conseguinte, novas aplicacbes de sintese dos CDoT tenha surgido, tais como: nas areas dos
sensores, catalise, liberacdo de farmacos, bioimagem, energia e outros campos tém vindo a crescer (Lin,
2021).
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A origem dos residuos de biomassa como matéria-prima na producdo de CDoT sdo diversas e existem
inimeros métodos de sintese, Figura 2.11.

| Residuos agricolas |

Residuos derivados

de atividade humana | ___ | Residuos florestais

7 L

RESIDUOS DE
BIOMASSA

NS

Residuos de operacées industrias ‘ ‘ Residuos pecuarios ‘

Figura 2.11. Principais fontes de residuos de biomassa. Adaptado de (Kang, 2020).

As matérias-primas utilizadas na sintese do CDoT afetam as propriedades fluorescentes, por
exemplo, ap6s algumas semanas de armazenamento, os CDoT obtidos a partir de casca anands podem
ser totalmente degradados, enquanto os CDoT de casca de pepino apresentam grande estabilidade. Outro
aspeto a ter em conta é que os rendimentos quéanticos (QY) podem ser diferentes, por exemplo, caca de
alho e casca de taro pelo mesmo método de sintese apresentam QY diferentes (Kang et al, 2020). A
Tabela 2.4 mostra a aplicagdo do CDoT sintetizado por diferente matéria organica.

Tabela 2.4. Diferentes fontes de biomassa para realizar a sintese de CDoT por micro-ondas.

Biomassa Método de sintese Aplicacao Referéncia
Farinha Detetar Hg?*
Pétalas de rosa Micro-ondas Detetar moléculas Meng, et al. 2019
Bicho da seda Bio-imagem
Soroalbumina Detetar Pb?*

2.3.1 Métodos de sintese

O CDoT pode ser sintetizado por diferentes métodos, independentemente, da abordagem ser
top-down ou bottom-up. Os métodos de sintese mais sdo muito variados e podem ser desde a pirélise,
uso de ultrassons, temperatura elevada a pressdes superiores a atmosférica, hidrotérmicos, ablacéo a
laser, o uso de plasma, oxidacdo eletroquimica ou mesmo o uso de radiacdo micro-ondas.

e Pirdlise
A carbonizacdo por pir6lise € um método muito classico para a preparacdo de CDoT. Apresenta
muitos pontos fortes, incluindo simplicidade, conveniéncia, baixa toxicidade. A preparacdo de CDoT
pode, geralmente, ser concluida numa Gnica etapa, sem muito equipamento ou processos complicados.
O percursor sofre uma pir6lise diretamente na mufla, dando origem a CDot com baixo QY.
Considerando que o CDoT sintetizado por pirdlise tém geralmente um QY insatisfatorio, sdo necessarios
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outros métodos para auxiliar a preparacdo. Por exemplo, os CDot produzidos por pirélise foram
dispersos em &gua e tratados com rea¢do ultrassonica, o que resultou em novos CDoT com um tamanho
de particula mais uniforme e um QY elevado de 14,5 %. Além disso, uma fluorescéncia mais forte pode
ser obtida através da introducdo de um gas inerte na reacdo para evitar a oxidacdo de CDoT por ar. A
carbonizacdo pirolitica € um método muito simples de preparar CDoT. No entanto, devido ao seu baixo
QY e a elevada necessidade de equipamento, é urgente procurar melhores solugdes para se adaptar ao
desenvolvimento futuro (Lin, 2021).

e Ultrassons

O método de sintese ultrassonica realiza a reacéo através do efeito térmico da cavitacdo e da vibracdo
de alta frequéncia. Apresenta vantagens incomparaveis, tais como o efeito ecol6gico, econémico, de
forte penetragdo e uniforme. O CDoT obtido por carbonizagdo simples tém geralmente um tamanho de
particula bastante grande e uma morfologia de superficie menos uniforme, mas o método de sintese
ultrassonico pode compensar esta deficiéncia. Por conseguinte, é possivel obter CDoT com excelente
desempenho combinando ultrassons com outros métodos. O percurso € seco e triturado até ficar em po,
é disperso em agua para irradiacdo ultrassonica com sensores ultrassonicos, e a solucdo é filtrada e
centrifugada por sua vez, em seguida, os CDoT tém que ser preparados com sucesso com um elevado
QY de 14,5 %. Exceto para a irradiacdo ultrassonica direta de substratos, os compostos adequados
podem ser adicionados para funcionalizar CDoT para obter produtos mais desejaveis. Vale a pena
enfatizar que existem poucos relatos sobre a preparacdo de CDoT pelo método ultrassonico, o que pode
ser atribuido ao efeito térmico local gerado pelo método ultrassénico e que pode facilmente levar a um
aquecimento desigual das amostras, tornando assim a eficiéncia global da reagdo inferior & do
aquecimento direto ou do micro-ondas. No entanto, ainda existem alguns desafios no estudo da
preparacdo de CDoT por sintese ultrassonica, a principal razdo é que o efeito térmico das ondas
ultrassonicas é muito menor do que o do aquecimento direto ou micro-ondas. Por conseguinte, existe
um enorme espaco para melhorias na sintese de CDoT pelo método ultrassénico, Figura 2.12
(Lin, 2021).
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Figura 2.12. Esquema de um sistema ultrassénico. Adaptado de (Lin, 2021).

e Hidrotérmico
O método hidrotérmico, Figura 2.13, é amplamente utilizado e apreciado por numerosos
investigadores pois pode ser utilizado precursores de carbono e colocados num recipiente selado com
agua a alta temperatura e pressdo para sintetizar CDoT. As vantagens deste método sdo: ser ecoldgico,
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ndo toxico, de baixo custo e de operacdo simples. O método € realizado através da mistura com agua e
do aquecimento a 180 °C durante um tempo pré-estabelecido. O resultado é uma grande quantidade de
elementos de carbono, nitrogénio e oxigénio nos CDoT o que provoca um QY elevado de 13,6 %. Do
mesmo modo, ha diferencas na dimens&o das particulas, passivacao e grupos de superficie (Lin, 2021).
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Figura 2.13. Esquema de preparacédo e sintese de CDoT pelo método hidrotérmico. Adaptado de (Lin, 2021).

e Ablagéo por laser

A ablacdo por laser tem sido aplicada na sintese de CDoT, devido as vantagens de um curto periodo
e de uma operacao simples e, também demonstra que a sintese por ablacao a laser de CDoT a partir de
grafite, Figura 2.14-A. O CDoT sintetizado apresenta um desempenho de fluorescéncia, estavel e
sintonizavel através da funcionalizacdo rapida a laser de particulas de carbono. A funcionalizagédo por
irradiagdo a laser tem uma influéncia importante na origem da QY como se mostra na Figura 2.14-B.
Da mesma forma, uma via facil para sintetizar nanoparticulas de carbono fluorescentes por ablacéo a
laser de p6s de carbono em suspensdo em solvente organico, como se mostra na Figura 2.14-A. A
superficies do CDoT pode ser modificada através de solventes adequados, assim a emissdo por
fluorescéncia do CDoT pode ser regulada alterando os grupos funcionais da sua superficie, o que é
atribuido aos ligando de superficie do CDoT. O QY ¢ tdo elevado como 12 %, o que faz ser adequado
para aplicagdes optoelectrénicas. O CDoT obtido apresenta emissdo de QY de duplo comprimento de
onda, como se pode ver na Figura 2.14-C. O diagrama esquematico da sintese do CDoT a partir de fibra
de carbono é apresentado na Figura 2.14-D (Cui, 2021).
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Figura 2.14. Esquema de sintese de CDoT por ablacgdo a laser. A — Irradiacdo de laser em pd de carbono; B — Multi
parede de nanotubos de grafite para produzir CDoT; C — Sintese de CDoT a partir de biomassa; D - Preparacdo ultra-rapida
e altamente eficiente de por ablacdo por laser pulsado de feixe duplo. Adaptado de (Cui, 2021).

e Plasma em solugéo

Recentemente desenvolveram uma nova tecnologia, designada por plasma em solucéo, tornou-se um
método alternativo para a sintese de nano materiais de carbono em condi¢des moderadas, por exemplo:
temperatura ambiente e pressdo atmosférica. Durante o processo de plasma em solugdo, o plasma pode
ser gerado entre elétrodos, submersos na solucao, utilizando uma fonte de alimentacéo bipolar pulsada,
como se mostra na Figura 2.15. As moléculas préximas dos elétrodos sdo continuamente colididas pelos
eletrdes que saem dos elétrodos. Estas colisbes provocam a excitagdo e a dissociacdo das moléculas.
Assim, o SP pode induzir a formacdo de varias espécies altamente reativas que podem levar a uma
reacdo de sintese rapida para 0 nano material de carbono. Esta evidéncia deu uma pista para a sintese
rapida de CDoT dopados com azoto com grupos funcionais ricos (Kim,2020).
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Figura 2.15. Esquema experimental sintese de CDoT por solucdo de plasma. Adaptado de (Kim, 2020).

e Oxidacdo eletroquimica
No método de oxidacao eletroquimica, Figura 2.16, a grafite ou o grafeno ou os nanotubos de carbono
funcionam como elétrodo de trabalho e sédo clivados por oxidacéo-reducéo sob alta tensdo (+1,5a£3 V).
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Existem duas abordagens para a oxidacdo eletroquimica. Uma é que as ligaces carbono-carbono do
grafeno ou dos nanotubos de carbono séo diretamente fraturadas por oxidacao eletroquimica. A outra é
gue a 4gua é oxidada para se transformar num radical livre de hidroxilo ou num radical livre de oxigénio
que pode cliva-los por oxidagdo em CDoT. Os resultados obtidos pelo método de oxidacdo
eletroquimica apresentam elevados niveis de estabilidade, mas a sua desvantagem € que tanto o pré-
tratamento das matérias-primas como a purificacdo do produto final sdo demoradas. Além disso, € dificil
realizar a producdo em massa do CDoT devido ao baixo rendimento (Chen, 2018).
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Figura 2.16.1lustragdo da sintese por oxidacao eletroquimica. Adaptado de (Chen, 2018).

e Micro-ondas

Como se sabe, alguns materiais com uma grande constante dielétrica podem ser facilmente aquecidos
pelo método assistido por micro-ondas, e as micro-ondas podem penetrar facilmente nas ceramicas e
nos plasticos e ser refletidas pelo metal. Além disso, a taxa de aquecimento altera-se com o aumento do
teor geral de 4gua. O aquecimento instantaneo do meio através de micro-ondas ndo sé6 demora menos
tempo, como também pode alterar a temperatura em tempo real, ajustando a poténcia, o que permite
poupar muita energia. Por conseguinte, os CDoT também sdo frequentemente sintetizados utilizando
métodos assistidos por micro-ondas. Além disso, uma estratégia em que as matérias naturais sao secas
e depois trituradas até ficarem em p6. Posteriormente, esse po6 é dissolvido em um solvente e depois
aquecido no micro-ondas, produzindo um CDoT, Figura 2.17 (Lin, 2021).
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Figura 2.17. Sintese de CDoT assistida por micro-ondas com a metodologia buttom-up Adaptado de (Lin, 2021).

Sendo assim, a fotoluminescéncia do CDoT pode estar associada a diversos fatores que variam de
acordo com a estrutura dessas nanoparticulas. Entre os fatores mais estudados encontram-se: o valor de
pH, a estrutura, o tamanho e a presenca de grupos funcionais quimicos na nanoparticula.

A Tabela 2.5 descreve os métodos mais comuns de sintese de CDoT, apresentando as vantagens e
desvantagens de cada método.

Tabela 2.5. Visdo geral dos diferentes métodos de sintese de CDoT

Método Vantagens Desvantagens Bibliografia
Baixo rendimento e pode
Ablacéo por laser Répido, eficaz e altamente | ter um baixo QY e um | Wareing et al,
fluorescente fraco controlo do tamanho. | 2021
@) tamanho e a | gama reduzida de
Oxidacéo nano estrutura sdo | precursores a escolha. A | Wareing et al,
eletroquimica controlaveis, de baixo custo | dopagem com | 2021
e elevado rendimento heterodtomos ¢é dificil
Menor tempo de sintese; Volume limitado na | Chen et al,
Ultrassom Maior rendimento produc&o industrial 2018
Hidrotérmico Simples, rapido e amigo do | Pré-tratamento com forte | Chen et al,
ambiente oxidacdo. 2018
Micro-ondas Menor tempo de sintese; Volume limitado na | Chen et al,
Maior rendimento producdo industrial 2018

O CDoT é um material facil de sintetizar, portanto, varios estudos tém sido realizados para otimizar
0 método de preparacgdo e 0s precursores utilizados, visando obter as melhores propriedades possiveis.
Devido ao seu alto potencial em uma ampla gama de aplicacfes, o sensor se destaca pela sensibilidade
de detecdo, seletividade e foto estabilidade. Neste trabalho, optou-se por utilizar o método de sintese
assistida por micro-ondas para a preparacéo dos CDoT, visando obter resultados ainda mais promissoras.
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2.3.2 A escolha do método de sintese

O método escolhido para este trabalho para a tese € a sintese assistido por micro-ondas devido a sua
eficiéncia, a simplicidade em termos de dispositivo e ao seu funcionamento, este método é uma forma
rentavel com uma forte vantagem competitiva pela producdo de grandes quantidades de CDoT
fluorescentes. A Figura 2.18 mostra um diagrama da sintese de CDoT assistida por micro-ondas.
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Figura 2.18. Sintese de CDoT por micro-ondas assistida.

Micro-ondas séo radiagOes eletromagnéticas que varia de 0,3 a 300 GHz. No entanto, micro-
ondas mais comum nos aparelhos sdo emitidas radiaces a 2,45 GHz para evitar interferéncias com
dispositivos de telecomunicagdes. O sucesso e a eficacia do uso das micro-ondas na quimica derivam
da capacidade das moléculas polares em absorver a radiacdo de micro-ondas e converté-las em calor,
através de aquecimento dielétrico. Este fendmeno é impulsionado pela polarizacdo dielétrica e perda de
conducdo onde moléculas polares, que ttm um momento dipolo elétrico sofrem uma rotacdo molecular
guando irradiada com micro-ondas, enquanto tentam continuamente alinhar-se no sistema de campo
elétrico. A medida que o campo altera, as moléculas invertem a direcao e geram aquecimento por perda

dielétrica e friccdo entre as moléculas (Medeiros, 2019).
A capacidade de conversao da energia eletromagnética de uma substancia por micro-ondas é expressa pelo fator tangente
de perda, J,

Tabela 2.6. Quanto mais alto o 6 de um determinado solvente mais rapido e mais eficiente é o seu
processo de aquecimento, enquanto o & for baixo, o valor indicativo de um processo de aquecimento é
lento e ineficiente apos a irradiagdo com micro-ondas (Medeiros, 2019).

Tabela 2.6. Propriedades fisicas de substancias a temperatura de 30 °C.

Solvente Tangente de perda (d) Referéncia
Acido sulfarico 3,855

Etanol 1,113

Glicerina 0,699

Metanol 0,521 Barros, 2013
Agua 0,105

Acetonitrila 0,062

Acetona 0,054

Hexano 0,020

Um dos maiores desafios frequentemente encontrados sob um regime de aquecimento convencional
é 0 volume da amostra. A capacidade para conseguir uma transferéncia uniforme de calor num
determinado volume varia em fungdo do tamanho e do volume. Por exemplo, 0 aguecimento de um
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pequeno volume (por exemplo 10 ml) requer significativamente menos tempo para alcancar a
temperatura definida e o equilibrio em comparacdo com um maior volume (comparativamente
a 250 ml). Isto pode ter efeitos drasticos no aumento da escala e particularmente se os precursores forem
suscetiveis a degradacéo ou se forem instaveis sob regimes de aquecimento prolongado (Dudley, 2015).

e Tempo de reacdo

O efeito do tempo de reacdo sobre as propriedades o6ticas do CDoT é bastante semelhante ao da
reacdo com a temperatura. Um longo tempo de reacgdo levara a destrui¢do da estrutura da superficie do
CDoT devido a sobre carbonizacdo, Figura 2.19. Enquanto um curto tempo de rea¢do causard uma
carbonizacgdo insuficiente do carbono e, portanto, resultam em CDoT com fraca emissdo de
fluorescéncia. E de notar que o efeito do tempo de reagdo sobre as propriedades oticas do CDoT é
dependente da temperatura. A otimizagdo do tempo de reacdo apenas € significativa quando a reagdo é
realizada a uma temperatura adequada, no entanto, se a temperatura de reacdo nédo for suficientemente
elevada néo serd obtido CDoT util mesmo que o tempo de reacdo seja ultralongo (Kang et al, 2020)

O tempo de reagdo tem um impacto significativo no QY de CDoT sintetizados a partir de biomassa.
O QY do CDoT aumenta primeiro com 0 aumento do tempo de reacdo e depois diminui juntamente com
um prolongamento do tempo de reacdo devido a matéria organica ser totalmente carbonizada
(Bandi et al, 2016).

Formacédo de

Precursor Polimerizacdo Carbonizacdo
pontos de carbono

Tempo em minutos

Figura 2.19. Caminho de reagéo para a formagdo do CDoT com o aumento do tempo. Adaptado de (Medeiros, 2019).

e Funcionalizagdo do CDoT

A funcionalizacdo é um método de modificagdo dos grupos funcionais presente nas superficies de
moléculas e consiste na ligacdo de uma molécula ou material na superficie de outro material. Essa
estratégia é muito utilizada para modificar a superficie de um material, bem como alterar as propriedades
de interesse. A funcionalizacdo do CDoT € uma realizada para melhorar o desempenho fotofisico e
fotoquimico, conferindo aos CDoT propriedades exclusivas, ampliando a possibilidade de aplicagdo ou
até mesmo a sua seletividade em relagdo a uma molécula alvo (Sheehan et al, 1961).

Segundo alguns estudos, a modificacdo de superficie do nano material de carbono pode ser realizada
por dois métodos de funcionalizac&o, por meio de ligacGes covalentes e ndo covalentes (conjugacédo de
natureza m -> m*, utilizando a natureza hidrofébica do material). A funcionalizacdo covalente modifica
a conectividade da ligag&o alterando os grupos funcionais e as propriedades nano material. Em geral,
essa funcionalizacdo ocorre por meio de reagbes quimicas usando materiais com carater hidrofilicos.
Em termos de funcionalizacdo, a natureza da ligacdo covalente é mais robusta em comparagdo com a
ligacdo ndo covalente, ou seja, a ligacdo covalente formada entre as moléculas e o ponto de carbono
pode ser altamente estavel. Sendo assim, existem diversas reacGes que podem ser usadas para esse fim,
dentre elas, destacam-se as reac¢Oes de cicloadicdo, fluoracdo/bromacdo, adicdo eletrofilica, adigdo
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nucleofilica e reacdes radicalares (Sheehan et al, 1961). Os métodos mais conhecidos para funcionalizar
0 CDoT séo: dopagem com heteroatomos e modificagdo por superficie.

A dopagem com heterodtomos pode ser utilizada para ajustar eficazmente a estrutura intrinseca e a
distribuicdo de eletrdes nos CDoT, incluindo a dopagem com ndo metais e metais. Entre os varios nao-
metais, a dopagem com nitrogénio ¢ um método muito eficaz para melhorar o QY do CDoT, uma vez
que o eletrdo capturado pelo nitrogénio pode apresentar um elevado QY. Além disso, a dopagem com
nitrogénio pode ser utilizada para regular a fluorescéncia e determinar o comportamento de
independéncia da excitacdo devido a estados de superficie funcionalizado. H& outros dopantes néo
metéalicos, como o enxofre, o fosforo, o silicio, ou uma combinacéo de diferentes dopantes (conhecida
como co-dopagem) para melhorar as propriedades 6ticas do CDoT. No entanto, a dopagem com metais
pode ser utilizada para otimizar as propriedades Gticas através da modulacdo da estrutura de bandas e
conferir novas funcionalidades aos CDoT dopados. Varios &tomos metalicos, como o cobre, o gadolinio
e 0 manganés, sdo utilizados para funcionalizar o CDoT. Os CDoT dopado com cobre podem ser fortes
catalisadores porque os 4&tomos de cobre atuam como fortes aceitadores ou dadores de eletrdes. Além
disso, os CDoT dopados com gadolinio podem ser utilizados para bioimagem de fluorescéncia e
ressonancia magnética de modo dual, uma vez que os a&tomos de gadolinio sdo os agentes de contraste.
Por conseguinte, a dopagem quimica com heteroatomos constitui uma estratégia ideal para a engenharia
da estrutura eletronica e das propriedades éticas do CDoT, mas 0 aumento simultaneo da toxicidade
exige atengdo (Chen et al, 2019).

A modificacdo da superficie € uma estratégia para funcionalizar o CDoT com iBes, moléculas
organicas, polimeros e proteinas, Figura 2.20. Ao contrario da dopagem com heterodtomos, a
modificacdo da superficie com ligandos funcionais pode ser utilizada para variar os estados da superficie
e aumentar o nimero de sitios ativos. Na modificacdo idnica os caties e anides, especialmente os ides
metalicos, podem ser facilmente ligados a superficie do CDoT para introduzir novos sitios ativos,
proporcionando assim um meio para reacdo quimica emergentes e potenciais aplicagdes. Na
modificacdo de ides metalicos alguns ides metalicos de transicdo comuns, como Fe**, Cu** e Mn?* tém
sido utilizados para modificar CDoT devido as suas propriedades fotofisicas e quimicas Unicas. O
cloreto de ferro (I11) é um agente oxidante suave que pode remover atomos de hidrogénio de um
substrato aromatico, resultando em novas liga¢Oes carbono-carbono entre anéis adjacentes. A utilizacdo
de ferro (l11) para modificar a superficie do CDoT pode melhorar as propriedades cataliticas do CDoT.
O ido cobre (1) associado ao CDoT acrescentam importantes funcdes biocataliticas, proporcionando
assim um meio para catalisar vérias reacGes quimicas. Por outro lado, o0 CDoT modificados com L-
cisteina podem ser utilizados para a imagiologia in situ a longo prazo do aparelho de Golgi porque a L-
cisteina ou os seus residuos podem estabelecer ligacfes cruzadas com o aparelho de Golgi. O CDoT
modificados com polimeros com impressao molecular séo utilizados como sonda biocompativel para a
detecdo de células cancerosas, uma vez que os polimeros com impressdao molecular permitem o
reconhecimento especifico do &cido glucurdnico na superficie de determinados cancros. Entretanto, a
modificacdo da superficie, ou seja, a funcionalizacdo da superficie é também uma forma muito eficaz
de aumentar o0 QY do CDoT. Os polimeros ou outras moléculas fixam-se ou ligam-se a superficie do
CDoT para aumentar a eficiéncia da luminescéncia, porque a emissao resultante das armadilhas de
energia da superficie tornar-se-a mais estavel apés a funcionalizagdo de superficie (Chen et al, 2019).
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Figura 2.20. llustracdo da funcionalizacdo do CDoT. Adaptado de (Chen, 2019).

O efeito da funcionalizagdo de superficie afeta 0 QY de fluorescéncia de CDoT, ou seja, em geral
sem a funcionalizacdo o QY é relativamente baixo. A funcionalizacéo é frequentemente utilizada para
melhorar a intensidade de emisséo de fluorescéncia de CDoT e alargar a sua aplicacdo aos ensaios bio
analiticos. Desta forma, pode diminuir os defeitos de superficie e aumentar a probabilidade de
recombinacgdo de na banda de valéncia (exciton-hole)o que evitard com que os CDoT de aglomeragdo
aumentam a sua intensidade de emisséo de fluorescéncia.

A funcionalizacdo inclui duas abordagens, isto €, limitar o CDoT com alguns agentes de cadeia
longa e oxidar as superficies do CDoT com acidos fortes. Devido a presenca de acidos carboxilicos de
cadeia longa e algumas outras substancias funcionais presentes em residuos de biomassa, a carboniza¢do
e funcionalizagdo ocorrem ao mesmo tempo durante a sintese de CDoT. Os residuos de biomassa séo
frequentemente auto-passivados, ou seja, as suas superficies sdo enriquecidas com hidroxilo, amina,
carboxil ou grupos de tidis. Os CDoT auto-passivados preparados a partir de residuos de biomassa
exibem, geralmente boas propriedades éticas (Kang et al, 2020).

e Polaridade do CDoT

O CDoT pode ser preparado a partir de diversos percursores e rotas sintéticas, todos com impacto
direto as suas propriedades quimicas, fisicas e 6ticas. Em relagéo a sintese de CDoT por micro-ondas, a
polaridade rege a interacdo entre 0s precursores e 0s solventes, permitindo a possibilidade de preparacéo
de particulas hidrofilicas, hidrofébicas (Medeiros, 2019).

Os CDoT hidrofilicas sdo mais frequentemente sintetizados devido ao fato de que a gua pode ser
utilizada como solvente e requer baixa temperatura de reacdo. A sua superficie é tipicamente decorada
com mistura contendo oxigénio e nitrogénio (carboxilos, hidroxilos e aminas) que podem ser relevantes
em bio imagem, sensores, administracdo de medicamentos e aplicagGes foto cataliticas. Os precursores
utilizados com sucesso para sintese de CDoT sdo: carboidratos, aminoacidos e proteinas (Liu, 2016).

Os CDoT hidrofébicos sdo de interesse em aplicacfes bioldgicas, nos sistemas vivos, uma vez que
requer a utilizacdo de carbono relativamente insoltvel na 4gua. Os melhores precursores para sintese de
CDoT hidrofébicos a maioria sdo amino&cidos e lipidos pois, ndo se dissolvem facilmente na agua.
Alguns solventes orgéanicos podem efetivamente melhorar a sua solubilizagdo, mas ndo pode ser
facilmente removido subsequentemente da mistura reacional, ou seja, 0s vestigios de alguns destes
solventes organicos sdo tdxicos para oS organismos vivos, a sua utilizacdo é muito limitada no
desenvolvimento de aplicacGes biolégicas (Medeiros, 2019).

O CDoT derivado de residuos de biomassa, suas intensidades de emissdo de fluorescéncia mudam
em resposta a uma mudanca no valor de pH, portanto, eles podem ser usados como sensores de pH. Por
exemplo, o CDoT sintetizado usando um método hidrotérmico que possui muitos grupos de carboxil e
grupos hidroxila em sua superficie. Devido a protonacdo e desprotonacdo de grupos carboxila sob
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diferentes condicbes de pH e a mudanca resultante na propriedade de carga eletrostatica, a intensidade
de emissdo do CDoT diminui gradualmente & medida de acordo com o valor do pH (Kang, et al. 2020).

2.4 Mecanismo de fluorescéncia

Existem sensores baseados em CDoT que utilizam a fluorescéncia para detecdo. Por outras palavras,
é um sistema que ao interagir com o analito sinaliza sua presenca a partir da alteracdo da intensidade da
emissdo (extingdo ou aprimoramento), variacdo no comprimento de onda e/ou tempo de vida, qualquer
mudanga nas propriedades fotoluminescentes é utilizada como uma forma de detegdo. O
desenvolvimento desses sensores leva em conta trés principais fatores: a interacdo direta do analito com
0s CDoT, a pds-funcionalizacédo e a integragdo com outros fluor6foros como materiais sensoriais. Os
CDoT servem como sensores para uma ampla gama de analitos, como ides, pequenas moléculas,
macromoléculas, células e mesmo bactérias. A categoria que mais se destaca usando CDoT € a detecdo
de iBes metalicos, muito embora tem crescido o nimero de aplicagdo envolvendo moléculas orgénicas
(Sun et al, 2017).

A luminescéncia é descrita como a emissdo de luz na faixa do visivel de 400 a 700 nm do espectro
eletromagnético em consequéncia de uma transicdo eletronica. Inicialmente, o processo envolve a
absorcao de um fotdo por uma molécula, que levam a formagéo de um estado eletronicamente excitado.
Nesta etapa a molécula absorve uma quantidade especifica de energia para excitar um eletrdo de um
menor estado de energia para um estado de energia mais elevado, para que ocorra a transigao eletronica
na molécula é necessario que o um fotdo incidente tenha uma energia igual a diferenca entre os dois
estados eletrénicos excitado e fundamental. Quando o fotdo é absorvido promove o eletrdo a um estado
excitado, este eletrdo permanece neste estado por uma fracdo infinitamente pequena de tempo e volta
para o estado fundamental novamente. Esse processo é o que chamamos de transicao eletrénica. Desta
forma, para tornar mais didatico a compreensdo dos fenémenos envolvidos em uma transi¢ao eletronica,
estes podem ser divididos em dois processos: absorcdo e emissdo de radiacdo eletromagnética
(Lampman, et al. 2010).

O processo de absorcdo é quando uma radiacdo continua é incidida sobre uma amostra transparente
e parte da radiacdo pode ser absorvida. Consequentemente, a radiagdo residual é difratada por um
componente 6tico sendo a responsavel pelo espectro de absor¢do. A absorcdo é um processo quantico e
somente ocorre quando a radiacdo incidente tenha a energia necessaria para que o fotdo absorvido
promova a transi¢do de um elétrdo na molécula entre os orbitais ocupados para os orbitais desocupados.
Normalmente, a transicdo envolve a orbital molecular preenchido de mais alta energia (HOMO) e a
orbital molecular vazio de mais baixa energia (LUMO) da molécula (Lampman, et al. 2010).

As principais transicOes eletronicas sdo correspondentes aos niveis de energia ocupados (ligantes) e
desocupados (antiligantes, representados por *). Cada transicdo esta associada a um cromoforo, que é
composto por um grupo de atomos que sdo capazes de produzir as absor¢des caracteristicas nas
moléculas. Diversas transicdes com diferentes energias podem ocorrer pela presenca de diferentes
grupos organicos absorvedores, Figura 2.21 (Lampman, et al. 2010).
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Figura 2.21. Diagrama geral de transi¢des moleculares em compostos organicos e as principais transicoes eletronica.
Adaptado de (Lampman, et al. 2010).

No processo de absorcéo a transicao eletronica ocorre por meio da absorgdo de fotdes que ira exitar
as moléculas para um estado eletrénico de energia mais elevada. Este estado eletrénico é composto por
diferentes niveis vibracionais e rotacionais. A quantidade de energia absorvida no processo determina
em quais niveis vibracionais e rotacionais o eletrdo excitado sera colocado (Lampman, et al. 2010).

O processo de emissdo em um cromoforo cujas transicdes eletronicas podem ser divididas em dois
tipos: a fluorescéncia e a fosforescéncia. A Estes dois fendmenos de emissdo sdo similares por
apresentarem a mesma forma de excitacdo realizada por absor¢do de fotdo. Comumente séo
mencionados por um termo mais genérico, denominado como fotoluminescéncia. A fotoluminescéncia
enquadra-se como um tipo de luminescéncia que é um termo mais amplo para os métodos com diferentes
formas de emiss&o. No processo de emisséo de fluorescéncia as transicdes eletronicas envolvem estados
eletronicos de mesma multiplicidade de spin e a fosforescéncia envolvem estados eletronicos de
multiplicidade de spin distintos. Consequentemente, a emissdo por fluorescéncia apresenta tempo de
vida curto de luminescéncia, menos de 10° s, enquanto a fosforescéncia apresenta um tempo de vida de
varios segundos ou mais ap6s o término da irradiacdo. Semelhante ao processo de absorcao, a regras de
selecdo espectroscopicas para a emissao definem se as transigdes sdo/ou ndo permitidas. As transicdes
devem ser permitidas tanto por multiplicidade de spin, quanto por simetria (Skoog, et al. 2002).

Em uma molécula perfeita, apos a absor¢do de um fotdo, ocorre a excitacdo da molécula do estado
inicial (geralmente o estado fundamental) para o estado excitado. O estado excitado emite um fotdo com
a mesma energia/frequéncia/comprimento de onda, regressando para o estado fundamental (inicial). A
estes processos sao denominados de processos de excitacdo e emissdo (desexcitacdo ou decaimento).
Geralmente, a emisséo de fotoluminescéncia tem comprimento de onda maior que a radiagdo usada para
a sua excitacdo. No entanto, quando uma molécula é excitada, ela retorna ao seu estado eletrénico de
menor energia, as transi¢des eletronicas desviam um pouco das regras de selecdo ideais. Para moléculas
fotoluminescentes, a emissdo de um fotdo pode ndo acontecer com a mesma energia que a do fotdo de
excitacdo, e outros mecanismos de desativacdo podem ocorrer. Quando uma molécula é excitada, esta
pode ser levada para qualquer outros niveis vibracionais e a energia vibracional em excesso é perdida
pelo processo de liberacdo de calor para o ambiente. A perda de energia resultara na relaxacdo
vibracional até o nivel vibracional de mais baixa energia. Consequentemente, quando ocorre a
fluorescéncia a transicdo a partir do nivel vibracional de um estado eletronico excitado para qualquer
um dos niveis vibracionais do estado fundamental, as perdas de energia ocorrem por relaxacdo
vibracional até atingir o nivel vibracional de mais baixa energia do estado fundamental, Figura 2.22
(Joseph et al. 2002).
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Figura 2.22.Diagrama de energia dos possiveis mecanismos em um sistema fotoluminescente. Adaptado de
(Skoog, et al. 2002)

Os espectros de emissdo podem ser obtidos por meio da escolha prévia do comprimento de onda de
excitacdo. A energia correspondente ird excitar a molécula para qualquer um dos niveis vibracionais do
estado eletrénico com a subsequente perda de energia para o primeiro estado eletronico excitado. O
espectro de emissdo consiste no registo da intensidade de luminescéncia em funcdo da variacdo do
comprimento de onda quando sdo excitados num comprimento de onda fixo. Para a obtengdo dos
espectros de excitagdo, a molécula somente ird emitir se puder absorver a radia¢do incidente, o que
permitird que a mesma seja excitada a algum dos seus estados eletronicos. Os espectros de excitacdo
sdo obtidos medindo-se a intensidade de luminescéncia em um comprimento de onda fixo
(Vaz, et al. 2015).

O tamanho do ponto de carbono afeta o tamanho do cumprimento de onda de emissdo que por sua
vez influencia a diferenca de energia entre a banda molecular mais ocupada (HOMO) e a orbital
molecular menos ocupado (LUMO). Como o tamanho da particula diminui, a diferenca de energia entre
HOMO e LUMO aumenta, levando a uma maior necessidade energética para excitar os eletrfes do
HOMO para 0 LUMO. ApGs excitacdo, o eletrdo relaxara e voltara ao estado do inicial com a emissao
da luz. Consequentemente, podemos afirmar que o défice energético determina o comprimento de onda
de emissdo, ou seja, nanoparticulas menores emitem em comprimentos de onda mais curtos, embora
mais energéticos, Figura 2.23 (Yuan, 2017).
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Figura 2.23. Representagdo do tamanho do CDoT com seu comprimento de onda de emissdo. Adaptado de
(Senddo, 2019).

Os sensores baseados em CDoT utilizam a fluorescéncia para a detecdo. Por outras palavras, esse
sistema sinaliza a presenca do analito por alteracdes na intensidade da emissdo, variagdo no
comprimento de onda e/ou tempo de vida da fluorescéncia. Qualquer modificacdo nas propriedades
fotoluminescentes é utilizada como um método de detecdo. No desenvolvimento desses sensores um
fator crucial a ser considerado é a interacdo direta do analito com os CDoT (Sun et al, 2017).

No entanto, é importante ressaltar que varios autores relatam a presenca de varios subprodutos
moleculares fluorescentes apds a sintese de CDoT, independentemente, da abordagem utilizada, seja
top-down ou bottom-up. Estes subprodutos sdo impurezas fluorescentes, designados por fluoréforos e
interfere na intensidade de fluorescéncia de uma solucdo de CDoT o que faz mascarar a verdadeira
emissdo do CDoT, Figura 2.24(Krysmann, 2012). Desta forma, pode explicar a emissdo reforcada de

uma solucdo de CDoT néo purificados pois contém tanto o CDoT quanto os fluoréforos, Figura 2.24
(Krysmann, 2012).
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Figura 2.24. Representacdo da emissdo por CDoT aliada a emissdo de impurezas, fluoréforos moleculares.
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Os CDoT tém sido extensivamente estudados como o sensor para detetar varios produtos quimicos
sob diferentes efeitos.

A emissdo de luz de uma molécula pode ser desativada por varios fatores, incluindo a interacdo com
outras moléculas. Independentemente de como a luminescéncia é extinta, esse processo € denomido de
supressdo. Esse fenémeno pode ocorrer por diversos tipos de interacdo como transferéncia de energia,
rearranjo molecular, supressdo estatica (formacdo de complexo) e supressdo dinamica. A supressdo
dindmica ou colisional ocorre, como o proprio nome sugere, quando ha colisfes entre 0 CDoT e a
molécula supressora. Apds a colisdo, CDoT retorna ao seu estado fundamental sem a emisséo de luz, ou
seja, os eletrdes retornam para o estado fundamental sem que ocorra a emissdo de fluorescéncia.

Em contrapartida, o processo de supressdo estatica é observado quando ocorre a formagdo de um
complexo ndo fluorescente, entre 0 CDoT e a molécula supressora (Valeur et al, 2012).

A interacdo fisica direta entre 0 CDOT e 0 supressor ndo seja estritamente necessario para a extingdo
da luminescéncia porém nos casos da supressdo dindmica e da estatica ha a necessidade desse contato
(\Valeur et al, 2012).

A compreensao dos mecanismos de supresséao € fundamental para o desenvolvimento de CDoT como
sensores precisos e praticos com uma ampla gama de aplica¢fes. Quando a fluorescéncia de CDoT
diminui linearmente com o aumento da concentragdo de analito, 0 mecanismo supressdo pode ser
comprovado por meio do método de contagem de fotbes Unico de correlacdo temporal que resulta em
nenhuma flutuacéo nos perfis de decaimento de CDoT ap0s a adigdo de analitos (Melvin, et al. 2021).
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3. Metodologia

O objetivo desta tese visa desenvolver uma metodologia baseado em CDoT com o proposito de
oferecer uma abordagem analitica mais econdmica em comparacdo com as técnicas de detecdo
convencionais do AL. Devido a alta sensibilidade do CDoT, surgiu a ideia em criar um método que
possa ser aplicado na industria de bio refinaria na determinacdo do AL. A Figura 25 representa as etapas
do plano de laboratorial realizadas ao longo da tese para a metodologia de usar os CDoT como sensores
quimicos.

Escolher melhor tempo , "
, P Sintese de CDoT e a sua Sintese de CDoT e a sua
de sintese de CDoT com - -
. caracterizagdo caracterizagdo
melhor fluorescéncia
Certificar o sensor Desenvolver um método sensivel e seletivo para a
calibrado com HPLC ou determinagdo de AL como base a atenuagdo da
GMS fluorescéncia

Figura 25. llustragdo do plano de investigacao.

3.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: um micro-ondas de 700 W adquirido por Becken,
uma estufa “Drying oven digit” adquirido por Trade Raypa, filtros de seringa hidrofébico 13 mm PTFE
com 100 pcs/pK de 0,22 um adquirido por LabFill, um triturador adquirido por Moulinex, uma
centrifuga modelo 5804 adquirido por eppendorf, uma balanga analitica + 0,0001 g adquirido por
Denver instrument e aparelho de pH modelo 713 (Metrohm). Um espectrofotémetro UV-vis modelo
evolution 220 adquirido por Thermo Scientific ¢ um fluorimetro “homemade” constituiduo por uma
fonte de alimentacdo estabilizada para alimentar um LED de 405 nm da Roithner Lasertechnik (Ref.
LED450-01), um detetor CCD USB2000, fibra oticas com 0,6 mm de didmetro (P600-2-UV-VIS) e
porta-cuvetes de quatro vias (USB4000) da Oceanoptics.

3.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram: acafrdo adquirido por Pingo Doce, casca de abdbora Bolina adquirido
por supermercado local; hidroxido de sodio, fosfato de potassio a 98 % adquirido por Panreac; acido
levulinico a 98 %, curcumina a 98 % e L-cistina a 98,5 % adquiridos por Sigma Aldrich; sulfato de
cobre penta hidratado, dicromato de potassio, cromato de potéssio, perdxido de hidrogénio a 50 %, &cido
nitrico a 70 %, acido cloridrico a 37 %, acido sulfarico a 97 % adquirido por Merck; Quantum dots de
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cadmio-telurio revestido por acido tioglicol (TGA) e quantum dots de cadmio-tellrio revestido por acido
mercaptopropionico (MPA) foram fornecidos pelo LabRise/ISEP.

3.3. Parte experimental

A sintese, purificacdo e caracterizacdo dos CDoT foram realizadas por meio de um conjunto de
técnicas aplicadas, conforme descrito a seguir.

3.3.1 Sintese do CDoT

A preparacdo da amostra foi adaptada de acordo com o método proposto por o (Gul et al. 2020).
Inicialmente, recolheu-se cascas de abdbora bolina, e colocou-se em estufa a 80 °C durante 12 horas
para retirar toda a sua humidade. Posteriormente, triturou-se amostra e armazenou-se em um frasco a
temperatura ambiente.

O processo de sintese dos CDoT foi realizado em um solugdo de DEG através da irradiacao de micro-
ondas. Resumidamente, 0,2 g de biomassa foram dissolvidos em 20 g de DEG e 10 pl de cido sulfdrico
concentrado em um gobelé de vidro de 100 ml. Apo6s agitacao da solucéo, esta foi submetida a irradiacdo
de micro-ondas por determinado periodo de tempo a uma poténcia de 700 W em micro-ondas. Ao final
deste processo, foi arrefecido a temperatura ambiente. Uma amostra de 1,5 ml de solucéo resultante,
que apresentava uma coloracdo escura, passou por um processo de purificacdo. Inicialmente, foi
submetida a centrifugacdo a 14600 rpm durante 10 min. e, posteriormente, foi filtrada através dos
microfiltros de seringa com poros de 0,22 um. A solugé&o filtrada obtida tem um volume final de cerca
de 1,3 ml de solucdo de CDoT purificado. A Figura 26, apresenta as etapas realizadas na sintese e
purificacdo do CDoT.

No processo de dopagem de CDoT, repetiu-se 0 processo de sintese e purificacdo. No entanto, em
cada processo de sintese foi utilizado diferentes dopantes no qual sdo adicionados numa proporgéo de
0,50 mmol por cada 0,2 g de precursor. Os dopantes utilizados e as suas quantidades foram: 184 mg de
curcumina, 70 mg de hexametilenotetramina, 58 mg de dimetilglioxima, 120 mg de L-cistina, 79 mg de
sulfato de cobre, 147 mg de dicromato de potassio e 97 mg de cromato de potassio.

Sintese de CDT’s Purificacdo de CDT’s
| 1

[ Centrifugagio N ~ Filtraggo >
Radiag8o B V
micro-ondas
':l'(.)
Centrifugagdo - Remove particulas Filtracdo — Remove as particulas
suspensas. suspensas maiores que 0,25 pm

Figura 26. Representacdo das etapas da sintese de CDoT.
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3.3.2 Espetroscopia UV-Vis

O espectro foi registado, utilizando solugbes convenientemente diluidas com &gua desionizada a
temperatura ambiente em um espectrofotometro UV-Vis. Para essa finalidade, foi utilizado uma cuvete
de quartzo com um caminho 6tico de 10 mm e a varredura foi realizada no intervalo de comprimento de
onda entre 200 e 800 nm.

3.3.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia, sob as solucBes convenientemente diluidas com &gua desionizada
foram registados a temperatura ambiente utilizando uma cuvete de plastico com caminho 6tico de
10 mm. Os espectros foram capturados utilizando o software spectrasuite (versdo 2.0.162 de 64 bit) e
posteriormente processados usando o software Microsoft Excel 365. Os pardmetros de andlise no
software spectrasuite incluiram um periodo de tempo de integracdo de 100 ms, sendo a média de
espectro de 1 e amaciamento de 11.

O LED utilizado como fonte de excitacdo foi posicionado de modo a formar um angulo de 90° em
relacdo ao sistema de detecdo utilizado.

3.3.4 Influéncia do pH

Para investigar a influéncia do pH na luminescéncia do CDoT, foram realizados testes utilizando a
solucdo tampao de fosfato de potassio a 0,100 mol L, devido a sua ampla faixa de acdo tamponante
(de 5,8 a 8,0 valores de pH). O ajuste do pH foi feito com o uso de solugdes de &cido cloridrico ou
hidroxido de sddio sendo controlada por meio de um aparelho de pH. Um aliquota de 100 uL do CDoT
purificados foi diluido em 4,90 ml da solugdo tampdo de pH conhecido e realizada as medidas. Os
espectros de emissdo foram obtidos com um comprimento de onda de excitagdo de 405 nm.

3.3.5 Detecdo ao AL

O espectro foi registado a temperatura ambiente em um espectrofotémetro fluorescéncia usando
uma cuvete de plastico com 10 mm de caminho 6tico com excitacdo a 405 nm.

3.3.5.1 CDoT

Para avaliar a detecdo do AL recorreu-se as seguintes etapas. Primeiro, adicionou-se numa cuvete de
pléstico 2,40 ml de CDoT purificados e, previamente diluidos 50 vezes. O espectro foi registado a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 100 pL de AL a solucéo e realizou-se novamente a
medicdo. Os espectros obtidos foram posteriormente tratados usando o software Microsoft Excel 365.

Reste procedimento foi repetido para os CDoT dopados, permitindo a comparagdo dos resultados
entre as amostras purificadas e dopadas.

3.3.5.2 Quantum dots de cadmio-teldrio

Para avaliar a detecdo do AL foram seguidos 0s seguintes passos: adiciounou-se numa cuvete de
plastico 2,40 ml de QDoT e o espectro foi registado a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-
se 100 pL de AL e realizou-se novamente a medicdo. Os espectros obtidos foram posteriormente
tratados usando o software Microsoft Excel 365.
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3.3.5.3 Quantum dots de cadmio-telario MPA

Previamente, 0,7 mg de MPA foram pesados e diluiu-se em 10 ml de &gua, resultando em uma
solucdo com concentragdo de 0,17 g.L . Posteriormente, essa solucdo foi diluida em 50 vezes.

Para verificar a detecdo do AL foram adicionados 2,40 ml de QDOT numa cuvete de pléstico e o
espectro foi registado a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 100 puL de AL a solucdo e
procedeu-se a medicdo novamente. Os espectros obtidos foram posteriormente tratados usando o
software Microsoft Excel 365.

4. Resultados

Nesta sec¢do discutiremos as caracteristicas e funcionalidades relacionadas ao CDoT sintetizado e
purificado sdo discutidos a seguir e objetivam evidenciar a integridade da nanoparticula avaliando as
propriedades luminescentes do material e, também s&o mostradas algumas condigdes de otimizagdo na
sintese dos CDoT. Por fim, abordaremos a tentativa de detecdo do AL.

4.1 Sintese de CDoT

No sentido de verificar se era possivel substituir o DEG por 4&gua como um solvente mais ecol6gico
e mais econdmico, foi feita a sintese dos CDoT em DEG e em agua. E de referir que os CDoT foram
sintetizados nas mesmas condicdes, a diferenca esta unicamente no solvente de sintese. Desta forma, a
Figura 1 apresenta o resultado dos espectros de UV-vis do CDoT sintetizados em agua e em DEG.
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Figura 4.1 Espetro de absorbancia da sintese de CDoT com diferentes solventes e com fator de diluicio de 10x.
Legenda: DEG — CDoT sintetizado em dietilenoglicol e H20 — CDoT sintetizado em agua.

Conforme ilustrado na Figura 4.1, observa-se que a sintese de CDoT utilizando agua resultou em
uma mistura reacional cujo espectro de absorbancia é muito semelhante ao da agua, o que indica a
auséncia de sintese de nanoparticulas. No entanto, o espectro de absorbancia obtido na sintese com DEG
apresenta um perfil tipico de nanoparticulas, com uma absorbancia maxima de 0,13 em torno de 220 nm
e uma queda na absorbancia a medida que o comprimento de onda aumenta acima de 30 nm, o que é
uma caracteristica distintiva de nanoparticulas.

No caso da sintese em &gua, ndo apresentou absorbancia o que significa que ndo formou CDoT. Por
um lado, quando aumenta o tempo sintese a materia organica é carbonizada. A explicacéo é que a dgua
¢ um solvente polar com um fator de perda & (tan) de 0,105 isto indica que absorve mais facil a radiagdo
por micro-ondas. Consequentemente a matéria organica ¢ degrada mais rapidamente e, além disso
também devido ao ponto de ebuli¢do baixo, a &gua é totalmente evaporada durante o processo, 0 que
resulta numa dificuldade em obter uma solugdo de CDoT. Por outro lado, se reduzir o tempo de sintese
causard uma carbonizagdo insuficiente o que leva uma formacdo de CDoT inadequada,
consequentemente, ndo apresenta absorbancia. Este ensaio foi realizado com uma quantidade de 0,200
g de matéria organica dissolvida em 20,0 ml de agua.

E importante ressaltar que para sintese de CDoT conduzida por micro-ondas, dos dois solventes
experimentados, o ideal é o DEG.

4.1.1 Otimizacdo do tempo de sintese

Para este estudo, optou-se por analisar a caracteristica fluorescente, uma vez que a quantidade de
nanoparticulas formadas esta diretamente relacionada com a quantidade de CDoT gerados, conforme
ilustrado na Figura 4.1.1. O sinal de primeira ordem a 405 nm indica o desvio de luz devido a formagéo
de sélidos em suspensdo e o sinal de segunda ordem a 500 nm, indica a fluorescéncia dos CDoT
formados quando excitados a 405 nm.

Inicialmente, observou-se um aumento na fluorescéncia dos CDoT com o prolongamento do tempo
de reacdo, Figura 4.1.1-A, evidenciando a primeira etapa de formac&o dessas particulas, que se estende

33



até aproximadamente 95 segundos, como indicado na Figura 4.1.1-B. Posteriormente, a medida que o
tempo de reacdo se prolonga, a fluorescéncia dos CDoT diminui, esse decréscimo esta associado a
carbonizacdo progressiva da matéria organica.

Este trabalho visou determinar o tempo ideal para realizar a sintese de CDoT nas condic¢des descritas
em 3.3.1, utilizando casca de abdbora triturada como matéria organica, na quantidade de 0,200 g,
dissolvida no solvente DEG.
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Figura 4.1.1. A - Espetro de intensidade de fluorescéncia no melhor tempo para a sintese de CDoT excitado a 405 nm;
B-Evolucéo da intensidade de fluorescéncia em fungéo do tempo de sintese ao comprimento de onda de emisséo a
511,43 nm; C- Evolucgdo da intensidade de dispersdo em funcdo do tempo de sintese ao comprimento de onda de 405,06 nm.

De acordo com a Figura 4.1.1-A verificou-se que o CDoT excitado a 405 nm, independemente do
tempo de sintese, apresenta uma emissdo a 500 nm. E de notar que verificou-se que a medida que
prolonga o tempo de sintese o sinal de primeira ordem reduz, indicando que ha menos desvio de luz
devido uma maior formacdo de CDoT. No entanto, com o prolongamento do excessivo de tempo
também faz com que o sinal de segunda ordem seja reduzido, devido a carbonizagdo total da matéria
organica.

De acordo a Figura 4.1.1-B, verificou-se que ap6s 95s apresenta uma maior intensidade de
fluorescéncia, atingindo 1300 unidades de uma intensidade e uma emissdo de 511,43 nm. Este tempo
foi escolhido pois apresenta, também, uma menor disperséo de primeira ordem. Figura 4.2-C. Isso indica
uma reducdo na formag&o de solidos suspensos, tornando esse periodo de reagdo de 95 s ideal para
sintese de CDoT.

4.1.2 Purificacdo dos CDoT

Com objetivo de determinar qual seria a técnica de purificacdo mais eficiente para obter a solucdo
de CDoT purificado, foi utilizada centrifugacdo e a filtracdo, por serem econdmicas, rapidas e
reprodutiveis.

4.1.2.1 Purificacdo do CDoT por centrifugacéo

Com o intuito de determinar a técnica de purificacdo mais eficaz do CDoT, inicialmente procedeu-
se & purificacdo do CDoT aplicando exclusivamente a centrifugacio. E de referir que os CDoT foram
purificados em diferentes condicBes. A condicao “A” foi utilizada uma rota¢do de 10000 rpm durante
5 min. A condi¢ao “B” foi utilizada uma rotacdo de 14600 rpm durante 5 min e condi¢ao “C” foi
utilizada uma rotacao de 14600 durante 10 min.
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O estudo do efeito das diferentes condicbes de purificagdo do CDoT permite conhecer as
propriedades 6ticas do CDoT, Figura 4.1.2.1-A. A fluorescéncia do CDoT aumenta de acordo com o
aumento da rotacédo e do tempo de centrifugacao.
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300 500 700 10000 rpm 14600 rpm 14600 rpm
A 5 min 5 min 10 min

Condigao de purificagao

Figura 4.1.2.1. A- Espetro de intensidade de fluorescéncia de purificacdo por centrifugacdo do CDoT obtido da casca de
abdbora excitado a 405nm; B-Evolucédo de intensidade de fluorescéncia das diferentes condi¢des de purifica¢do, emitido a
511,43 nm; C- Evolugdo de intensidade de dispersdo das diferentes condi¢des emitido a 405,06 nm.

De acordo com a Figura 4.1.2.1-A e B, verificou-se que a melhor condigdo de centrifugacéo é de
14600 rpm durante 10 min. Esta condicdo demonstrou um sinal de fluorescéncia mais elevado, 1182
intensidade de fluorescéncia. Além disso, apresenta uma melhor separacdo dos s6lidos em suspensao
dos CDoT conforme ilustrado na Figura 4.1.2.1-C, menor dispersao de primeira ordem, indicando uma
quantidade menor de sélidos em suspens&o.

Assim, pode-se concluir que para purificacdo de CDoT o ideal é uma centrifugagdo com 14600 rpm
durante 10 min.

4.1.2.2 Purificacdo do CDoT por centrifugacgao e filtragdo

Para dar continuidade ao processo de purificacdo, apds a centrifugacéo, realizou-se posteriormente
uma filtracdo com filtro de 0,22 pm E de referir que os CDoT foram apenas centrifugados em diferentes
condigdes: Condigao “A” foi utilizada uma rotacdo de 10000 rpm durante 5 min. A condig¢ao “B” foi
utilizada uma rotacéo de 14600 rpm durante 5 min e condig¢do “C” foi utilizada uma rotagéo de 14600
durante 10 min.
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Figura 4.1.2.2. A- Espetro de intensidade de fluorescéncia de purificagdo por centrifugacéo e filtracdo do CDoT obtido da
casca de abobora excitado a 405nm; B-Perfil de intensidade de fluorescéncia das diferentes condigdes de purificacdo, emitido
a 511,43 nm; C- Perfil de intensidade de dispersdo das diferentes condi¢des emitido a 405,06 nm; D — Espetro de intensidade
de fluorescéncia por centrifugagdo e centrifugagdo com filtragdo do CDoT apenas na condigdo “C” excitado a 405 nm.

Desta forma, verificou-se que a condicédo de purificacdo “C” com uma filtracéo foi a que apresentou
um maior sinal de fluorescéncia, 1187, Figura 4.1.2.2-B e D. No entanto, a dispersao de primeira ordem
decresceu significativamente, Figura 4.1.2.2-C. Embora, a evidéncia de maior intensidade de
fluorescéncia néo ser forte, escolheu-se a condicao C de centrifugacdo, pois apresenta menor quantidade
de s6lidos em suspensao.
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4.1.3 Anélise dos fatores de diluicao

No sentido de verificar qual a melhor concentracdo de CDoT no meio para a dete¢do ao AL, realizou-
se uma série de diluicbes a partir da mistura original e avaliou-se a intensidade de fluorescéncia.
Consideramos uma concentracdo adequada aquela na qual o aumento do fator de diluicdo provoca uma
diminuicéo do sinal de fluorescéncia. Este estudo abrangeu tanto os CDoT sintetizado a partir da casca
de abdbora nas condicGes descritas em 3.3.1 como também todos os CDoT dopados com sulfato de
cobre, dimetilglioxima, cromato de potéssio, dicromato de potassio, hexametilenotetramina, L-cistina e
curcumina, Figura 4.1.3.

A intensidade de fluorescéncia foi realizada nas solugdes de CDoT devidamente diluidas com agua
desionizada.
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Figura 4.1.3. Zona ideal de trabalho com fator de diluicdo para CDoT derivado de abébora bolina emitido a 511,43 nm.
Legenda: CDoT-Pontos de carbono derivado da casca de abobora; Curc-CDoT- ponto de carbono dopado com
curcumina; dmH2-CDoT-ponto de carbono dopado com dimetiglioxima; HMT-CDoT-ponto de carbono dopado com
hexametilenotetramina; Cis-CDoT — ponto de carbono dopado com L-cistina; Cu-CDoT-ponto de carbono dopado com
sulfato de cobre; Cr2-CDoT-ponto de carbono dopado com dicromato de potassio; Cr-CDoT-ponto de carbono dopado com
cromato de potassio.

De acordo com a Figura 4.1.3, de uma forma geral, todos os CDoT testados apresentam um fator de
diluicdo ideal que deve ser superior a 50 vezes. A partir desta concentracdo torna-se evidente que uma
diminuicao da concentracdo do fluor6foro implica uma diminuicéo da intensidade de fluorescéncia.
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4.2 Analise da reacdo do CDoT com AL

No sentido em estudar a aplicagdo do CDoT como sensor de AL, verificou-se que era necessario
realizar experimentos com CDoT dopado. No entanto, em cada processo de sintese foi utilizado
diferentes dopantes no qual séo adicionados numa proporg¢éo de 0,50 mmol por cada 0,2 g de precursor,
a condicao de sintese do CDoT dopado esta descrita em 3.3.1.

O AL apresenta na sua estrutura dois grupos funcionais: acido carboxilico (COOH) e cetona (C=0).
O atomo de oxigénio é mais eletronegativo que o &tomo de carbono, portanto, possui maior habilidade
de atrair eletrdo para si em comparagdo com o atomo de carbono. Assim os eletroes n da ligagdo C=0
tendem a transferir uma maior densidade eletrdnica para o atomo de oxigénio, levando a criacdo de uma
carga positiva no atomo de carbono. O centro eletrofilico do 4&tomo de carbono é de importancia
fundamental para as reacfes quimicas do grupo carboxilo, pois um ataque nucleofilico é favorecido
nestas condicdes.

Desta forma, os dopantes utilizados para os ensaios foram escolhidos de acordo com o grupo
funcional que possuem e capazes de reagir com o AL. A Curcumina apresenta na sua estrutura uma
grande quantidade de grupos de metoxila (OCH3) e esperou-se que reagisse com grupo carboxilo do
AL por substituicdo nucleofilica.

Dimetilglioxima possui grupo de oximas (RR’-C=NOH). Em geral as oximas podem ser transformadas
na amida (R-CONH2) através de reagdo com um &cido.

Hexametilenotetramina constitui na sua estrutura grupo amina (NH3) e pode reagir com o &cido
carboxilico reacdo de substituicdo nucleofilica.

Cromato de potéssio, dicromato de potassio reduz o acido carboxilico, enquanto o sulfato de cobre
oxida o &cido carboxilico através de ligacdo covalente de coordenacdo, o que pode causar uma formagéo
de quelatos.

L-cistina apresenta na sua estrutura grupo amina (NH2) e o radical acido carboxilico (COOH) podem
ligar-se covalentemente no grupo do &cido carboxilico do AL, através da reagdo de substituicdo
nucleofilica.

Além do teste de reacdo com os CDoT, experimentou-se a rea¢cdo do AL a outras nanoparticulas,
como guantum dots de cadmio teltrio com diferentes estabilizadores tais como 0 MPA e TGA, ambos
apresentam na sua estrutura o grupo tiol (HS).

O efeito do AL sobre as nanoparticulas foi estudado pela adi¢do de 100 pl de AL a 98 % a 2,4 ml de
sensor quimico devidamente diluida.

e CDoT

De acordo com a Figura 4.2.1, verificou-se que a fluorescéncia ndo altera com a presenca do AL, ou
seja, os pontos de carbonos derivados da casca abdbora bolina ndo reage com AL o que leva ao resultado
ndo satisfatorios para aplicagdo como sensor de AL. Desta forma, foi realizado novos estudos para tornar
o0 ponto de carbono sensivel ao AL. Uma das formas a realizar € uma técnica conhecida por dopagem.
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Figura 4.2.1. Espetro de emissao de pontos de carbonos derivado cucurbita maxima quando é excitado a 405 nm.

e Efeito do pH

No sentido de verificar o impacto do pH do meio na estabilidade do CDoT, ou seja, se condiciona 0s
CDoT de estarem em suspensdo devido o ponto isoelétrico, realizou-se um estudo focalizado nos CDoT
sintetizados a partir da abébora. O efeito da influéncia do pH, na intensidade de sinal de luminescéncia,
foi avaliado entre 2,25a12,12. A intensidade de fluorescéncia do CDoT pode ser observada na
Figura 4.2.2. Nesta analise, as configuragdes no fluorimetro incluiram uma janela de 400 ms com a
média de espetro de 1 com um amaciamento de 11.
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Figura 4.2.2. A-Espetro de emissdo de CDoT em diferentes solugdes tamp&o, excitado em 405 nm; B-Intensidade de
fluorescéncia em diferentes solugdes tampao, emitido a 511,43 nm.

Como apresentado na Figura 4.2.2-B, ndo houve uma variagdo significativa de intensidade de sinal
entre os valores de pH de 2,25 e 7,37. Contudo, no meio com pH de 2,25 ndo foi observado uma
supressdo significativa da intensidade a diminuir consideravelmente a fluorescéncia do CDoT. Desta
forma, o meio com pH acido afeta apenas o sinal de primeira ordem o que indica formacéo de so6lidos
SUSpensos.

Concluiu-se que adicdo de AL é uma adicdo acido e o efeito do pH ndo afeta significativamente a
intensidade de fluorescéncia dos CDoT para valores baixos de pH.

e CDoT dopado com cromato de potéssio

No sentido de estudar a aplicacdo do CDoT como sensor de AL, experimentou-se dopar CDoT com
97 mg de cromato de potassio na sintese. O cromato de potassio, possui um ido CrO4> e espera-se que
reduz o &cido carboxilico através de ligagao covalente de coordenacéo, o que pode causar uma formacao
de quelatos.

De acordo com a Figura 4.2.3, verificou-se que a dopagem com cromato de potassio ndo houve
alteracdo na fluorescéncia. Isto indica que o AL ndo apresenta especificidade com este ido. Contudo, a
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variacao da intensidade de fluorescéncia foi pouco significativa. No entanto, devido a formacéo do pico
de primeira ordem indica que ha formacéao de solidos suspensos e, também nédo reage com o AL, o0 que
leva ao resultado ndo satisfatérios para aplicagdo como sensor.
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Figura 4.2.3. Espetro de emissao de pontos de carbonos dopado com cromato quando é excitado a 405 nm.
e  CDoT dopado com dicromato de potassio

No sentido de estudar a aplicacdo do CDoT como sensor de AL, experimentou-se dopar CDoT com
147 mg de dicromato de potassio na sintese dos CDoT dopados.

Dicromato de potassio, possui um ido Cr,O;* e espera-se que reduz o acido carboxilico através de
ligacdo covalente de coordenag&o, o que pode causar uma formacao de quelatos.

De acordo com a Figura 4.2.4, verificou-se que ao adicionar AL o sinal de fluorescéncia altera,
entretanto, hd um aumento significativo no sinal de primeira ordem. Desta forma, pode-se concluir que
0 AL apresenta uma rea¢do com CDoT dopado dicromato, pois ocorre rea¢do que, por sua vez aumenta
o sinal de primeira ordem indicando formacao de particulas em suspensédo o que leva ao resultado ndo
satisfatorios para aplicagdo como sensor.
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Figura 4.2.4. Espetro de emissdo de pontos de carbonos dopado com dicromato quando é excitado a 405 nm.
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e  CDoT dopado com sulfato de cobre

No sentido de estudar a aplicacdo do CDoT como sensor de AL, experimentou-se dopar CDoT com
e 79 mg de sulfato de cobre na sintese pois o sulfato de cobre, possui um ido Cu?* e espera-se que oxida
0 acido carboxilico através de ligacdo covalente de coordenacdo, 0 que pode causar uma formacéo de
quelatos.

De acordo com a Figura 4.2.5, verificou-se que a dopagem do CDoT com sulfato de cobre apresentou
aparentemente uma interacdo com o analito, ou seja, a variagdo da intensidade de fluorescéncia ocorreu.
No entanto, devido o aumento significativo do sinal de primeira ordem indica que ha formacdo de
solidos suspensos, o que leva ao resultado ndo satisfatorios para aplicagdo como sensor.
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Figura 4.2.5. Espetro de emissao de pontos de carbonos dopadocom cobre quando é excitado a 405 nm.
e CDoT dopado com L-Cistina

No sentido de estudar a aplicacdo do CDoT como sensor de AL, dopou-se 0 CDoT com 120 mg de
L-cistina na sintese. A L-cistina apresenta na sua estrutura o grupo amina (NH2) o que permite ligar-se
covalentemente no grupo do acido carboxilico do AL, através da reacdo de substituicdo nucleofilica.

De acordo com a Figura 4.2.6, verificou-se que o CDoT dopado com L-cistina ao adicionar AL o
sinal de fluorescéncia altera, entretanto, ocorre uma sobreposi¢do de sinal de fluorescéncia. Este
fenémeno acontece devido a substancia cisteina ser fluorescente e emitir no mesmo comprimento de
onda do sensor causando uma sobreposicdo de sinais. Desta forma, pode-se concluir que o AL aparenta
apresentar reagdo com L-cistina pois apresentou uma interagcdo com o analito, mas ndo obteve resultados
satisfatorios para aplicagdo como sensor.
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Figura 4.2.6. Espetro de emissao de pontos de carbono dopado com L-cistina quando € excitado a 405 nm.

e  CDoT dopado com dimetilglioxima

No sentido de estudar a aplicacdo do CDoT como sensor de AL, dopou CDoT com 58 mg de
dimetilglioxima na sintese. Dimetilglioxima possui grupo de oximas (RR’-C=NOH). Em geral as oximas

podem ser transformadas na amida (R-CONH2) através de reagdo com um &cido.

De acordo com a Figura 4.2.7, verificou-se que o ponto de carbono dopado com dimetilglioxima ao
adicionar AL o sinal de fluorescéncia ndo altera, entretanto, ocorre uma sobreposi¢do de sinal de
fluorescéncia. Este fendmeno acontece devido a substancia dimetilglioxima ser fluorescente e emitir no
mesmo comprimento de onda do sensor causando uma sobreposicdo de sinais. Desta forma, pode-se
concluir que o AL ndo apresenta resultados satisfatérios para aplicacdo como sensor.
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Figura 4.2.7. Espetro de emissao de pontos de carbono dopado com dimetiglixoimal quando é excitado a 405 nm.
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e  CDoT dopado com hexametilenotetramina

No sentido de estudar a aplicacdo do CDoT como sensor de AL, dopou CDoT com 70 mg de
hexametilenotetramina na sintese. Hexametilenotetramina constitui na sua estrutura o grupo amina (NH3)
€ esperou-se gque ocorresse uma reagao com o acido carboxilico através de reagdo de substituicao nucleofilica.

De acordo com a Figura 4.2.8, verificou-se que o ponto de carbono dopado com
hexametilenotetramina ao adicionar AL o sinal de fluorescéncia ndo altera, entretanto. Desta forma,
pode-se concluir que o AL nédo reage com o grupo funcional amina o que leva ao resultado nédo
satisfatdrios para aplicagdo como sensor.
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Figura 4.2.8. Espetro de emissao de pontos de carbonos dopado com hexametilenotetramina quando é excitado a
405 nm.

e CDOT dopado com curcumina

No sentido de estudar a aplicagdo do CDoT como sensor de AL, dopou CDoT com 184 mg de
curcumina na sintese. A Curcumina apresenta na sua estrutura uma grande quantidade de grupos de
metoxila (OCH3) e esperou-se que reagisse com grupo carboxilo do AL por substitui¢cdo nucleofilica.

O espetro de fluorescéncia obtido para os CDoT dopados com curcumina € bastante diferente dos
restantes CDoT estudados, apresenta uma intensidade significativamente diferente.

De acordo com a Figura 4.2.9.1, ao adicionar o AL o sinal ndo altera, entretanto, ocorre uma reagdo
que deve ser estudada para ser bem compreendida. Esta reagdo é apenas notavel com a precipitagdo do
AL, Figura 4.2.9.2. No entanto, foi feito um estudo com diferentes acidos, tais como: &cido cloridrico,
acido sulfurico e &cido nitrico, todos com equidade molar. Verificou-se que a reagdo também ocorre na
presenca destes acidos inorganicos. Concluiu-se que CDoT dopado com curcumina ndo apresenta reagcdo
com AL, o que leva ao resultado ndo satisfatorio para aplicagdo como sensor de AL.
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Figura 4.2.9.1. Espetro de emisséo de pontos de carbonos dopado com curcumina quando € excitado a 405 nm.

Figura 4.2.9.2. Precipitacéo do &cido levulinico com pontos de carbonos funcionalizados com curcumina.
e CDoT dopado com curcumina e dimetilglioxima

No sentido de estudar a aplicagdo do CDoT como sensor de AL, dopou CDoT com 184 mg de
curcumina e com 58 mg de dimetilglioxima na sintese. Recorreu-se os dois dopantes pois prentedia
aumentar a capacidade do CDoT em ter grupos de metoxila (OCH3) proveniente da curcumina e grupo
de oximas (RR’-C=NOH) proveniente do dimetilglixoima. Em geral esperou-se que reagisse com grupo
carboxilo do AL por substituicdo nucleofilica.

De acordo com a Figura 4.2.10, verificou-se que ao adicionar &cido levulinico o sinal de fluorescéncia
altera, entretanto, ha uma reducao significativo na intensidade de fluorescéncia. Desta forma, pode-se
concluir que o é&cido levulinico apresenta uma reagdo com CDoT dopado com curcumina e
dimetilglioxima.
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Figura 4.2.10.1. Espetro de emissdo de CDoT dopado com dimetilglioxima, excitado a 405 nm. Legenda: CDoT-dmH2 —
ponto de carbono dopado com curcumina e dopado com dimetilglioxima.

No sentido de verificar se 0 CDoT reage com diferentes acidos, foi feito um estudo com é&cido
cloridrico e &cido nitrico, todos com equidade molar, Figura 4.2.10.2.
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Figura 4.2.10.2. A- Espetro de emissdo de CDoT dopado com dimetilglioxima com adicéo de diferentes acidos em
equimolar, excitado a 405 nm; B- Intensidade de fluorescéncia do dmH2-CDoT com adicéo de &cidos, emitido a 511,43 nm.
Legenda: CDoT- dmH2 — Ponto de carbono dopado com curcumina e dimetilglioxima.

De acordo com a Figura 4.2.10.2-A, ao adicionar o &cido levulinico o sinal diminui, entretanto, ocorre
uma reacgdo que deve ser estudada para ser bem compreendida. Esta reacdo é apenas notavel com a
reducdo de intensidade de fluorescéncia, juntamente, com o aumento de sinal de primeira ordem. Desta
maneira, foi experimentado com outros acidos, tais como: acido cloridrico e acido nitrico em diferentes
concentragdes com equidade molar, Figura 4.2.10.2-B.

Com a evidéncia de uma redugdo pouco significativa da intensidade de fluorescéncia, concluiu-se
que CDoT dopado com curcumina e dimetilglioxima ndo apresenta reacdo com AL, pois o
comportamento com a adicdo de AL é semelhante dos restantes acidos o que leva ao resultado nao
satisfatorio para uma possivel aplicagdo como sensor de AL.

e  Quantum dots de cadmio-telurio revestidos com TGA

De acordo com a Figura 4.2.11.1, a variacdo da intensidade de fluorescéncia é praticamente extinta
com a adicdo de AL, o que leva ao resultado ndo satisfatdrios para aplicagdo como sensor.
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Figura 4.2.11.1. Espetro de emissdo de QdoT de Cadmio-télurio revestido com TGA quando é excitado a 405 nm.

Verificou-se com que ao adicionar o AL na cuvette ocorre a precipitagdo em poucos minutos,
Figura 4.2.11.2. Suspeitando-se que este fendmeno ocorra com outros acidos inorganicos tais como:
acido cloridrico, acido nitrico e acido sulfurico. Sendo assim, foi realizado estudo do efeito do pH no
meio para verificar se o pH afeta a camada de superficie dos pontos de carbonos, o seu ponto isoelétrico,
condiciona a estabilidade dos pontos de carbono de estarem em suspensao.

Figura 4.2.11.2. Precipita¢ao do &cido levulinico com QdoT de cadmio- teltrio revestido com TGA.

e  Quantum dots de cadmio-telurio revestido com MPA

Como se verificou que havia diminuicdo brusca da intensidade de fluorescéncia com a adi¢do do AL
concentrado, estudou.se o efeito da adi¢do com varias concentracdes de AL, Figura 4.2.12. Desta forma,
recorreu-se a uma solucdo de quantum dots revestido de acido mercaptopropiénico (MPA).
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Figura 4.2.12. Espetro de emissdo de MPA em diferentes concentragdes de AL, excitado em 405 nm; B-Intensidade de
fluorescéncia do MPA em diferentes concentrag@es de AL, emitido a 611,36 nm. Legenda: AL — Acido levulinico.

De acordo com a Figura 4.2.12, verificou-se que o MPA reage com adi¢do de AL num intervalo de
concentracdo de 1 % a 0,0001 %.

No entanto, foi feito um estudo com diferentes acidos: acido cloridrico, acido sulfirico e acido
nitrico, todos com equidade molar para verificar se a reagdo também ocorre na presenca destes acidos.

¢ Quantum dots MPA com diferentes acidos

No sentido de verificar se 0 MPA reage com diferentes acidos, repetiu-se o ensaio com a adicéo
de &cido sulfurico, acido nitrico, &cido cloridrico e acido levulinico em equidade molar. A concentracdo
variou no intervalo de 0,001 % a 0,000001 %, Figura 4.2.13.
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Figura 4.2.13. Intensidade de fluorescéncia do MPA com adig&o de acidos H2504, HNOs, HCI e AL, emitido a 619,8 nm.
Legenda: MPA — Quantum dots de Acido mercapto propidnico; H2SO4 — Acido sulfarico; HNOs — Acido nitrico; AL- Acido
levulinico.
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De acordo com a Figura 4.2.13, verificou-se que ao aumentar a concentracdo dos acidos a
intensidade de fluorescéncia reduzia e, também o 4&cido levulinico apresentou um
comportamento semelhante aos acidos sulfdrico, nitrico e cloridrico. Logo, conclui-se que o
AL também reage com quantum dots revestido por MPA igual aos outros acidos. Para alem do
qguantum dots revestido com MPA, também foram experimentados quantum dots dopado com
glutationa e quantum dots dopados com cistaina, no entanto, todos eles apresentaram um
resultado igual ao MPA.

Conclusao

O CDoT derivado da casca da abdbora bolina ndo apresentou reacdo ao AL com modificacdo da
intensidade de fluorescéncia e, também se conseguiu mostrar reagdo do AL positiva com CDoT dopado
com sulfato de cobre, cromato de potassio, dicromato de potéssio, curcumina, dimetilglioxima,
hexametilenotetramina, L-cistina. Os CDoT dopado com cobre e cromio ndo apresenta alteragdo na
fluorescéncia enquanto CDoT dopado com curcumina o sensor reage formando uma precipitacdo, pode-
se verificar até mesmo com outros tipos de acidos, tais como: &cido cloridrico, &cido nitrico e &cido
sulfarico o que leva ao resultado ndo satisfatorios para aplicacdo como sensor.

O CDoT dopado com dimetilglioxima ndo apresentou resultados satisfatorios para aplicacdo como
sensor pois a substancia dimetilglioxima é fluorescente e emiti no mesmo comprimento de onda do
CDoT causando uma sobreposi¢do de sinais. J& o CDoT dopado com hexametilenotetramina nédo
apresentou reacdo com AL o que leva ao resultado ndo satisfatorios para aplicacdo como sensor para
AL.

O CDoT dopado com curcumina e dimetilglioxima também nédo apresentou resultado satisfatorio
para aplicacdo como sensor de AL.

O CDoT dopado com L-cistina, apresentou aparentemente uma interacdo com o AL, mas a variagdo
da intensidade de luminescéncia ndo obteve resultados satisfatorios para aplicagdo com sensor.

Como os resultados ndo foram os esperados com 0s pontos de carbonos, recorreu-se ao uso de
quantum dots cadmio-teldrio. Embora o AL extinguisse a fluorescéncia dos quantum dots, esta extingdo
deve-se ao carater acido do AL e néo é sensor especifico do acido em estudo.

Sintetizou-se pela primeira vez pontos de carbonos a partir de casca seca de abébora bolina assistida
por micro-ondas. Os resultados obtidos permitiram concluir que o solvente ideal para sintese de pontos
de carbonos é o DEG. Os CDoT apresentam absorvéncia tipica desta familia de nanoparticulas e
mostram-se bastante fluorescentes quando excitados a 405 nm. Ainda com base no estudo de sintese o
melhor tempo é de 95 s pois apresenta uma melhor intensidade de fluorescéncia e, também é o tempo
que apresenta uma menor dispersdo de primeira ordem, ou seja, a partir deste tempo formam-se menos
solidos em suspensdo. Estes resultados foram para o percursor casca de ab6bora bolina e, também
experimentou com casca de macd variedade “porta da loja” cujo os resultados sdo idénticos, todavia,
ndo foram mostrados na tese.
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Esses estudos mostram que os pontos de carbonos sdo materiais versateis e que a aplicacao para
sensor requer um estudo muito bem detalhado. VVale mencionar que foi importante este estudo pois estes
dados néo séo encontrados na literatura.

Sugestdes para trabalhos futuros

Atendendo a tematica abordada neste estudo, identificam-se vérias pesquisas que podem ser
realizadas. Propde-se que se continue a pesquisar a reacao dos pontos de carbonos dopado com L-cistina
pois, apresentou aparentemente uma interacdo com o AL, mas devido a sobreposi¢éo de sinais a variacéo
da intensidade de luminescéncia ndo obteve resultados satisfatérios para aplicacdo como sensor seletivo
para &cido levulinico.

Ainda relativamente aos pontos de carbonos, sugere-se pesquisar outros compostos para
funcionalizar a superficie dos mesmos e, assim aumentar a capacidade de especificidade com acido
levulinico.

Por (ltimo, sugere-se que seja estudado novos recursos nhaturais contendo N, S, P ou outros
compostos devem ser explorados para sintetizar pontos de carbonos derivados de residuos vegetais ou
organicos. Seria igualmente vantajoso este tipo de estudo pois estaria a aplicar a economia circular na
industria quimica e, também tornando a quimica mais verde.
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