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Resumo

A primeira parte deste trabalho centrou-se no desenvolvimento de materiais que podem ajudar
a ultrapassar as atuais limitagdes no armazenamento e consumo de energia. Desenvolvemos
nanofluidos baseados em nanoparticulas ndo toxicas de carbono (NPs): carbon dots (Cdots)
funcionalizados com liquidos idnicos. Aqui, quisemos mostrar que estes novos nanofluidos sao,
ndo sé interessantes como possiveis eletrolitos, mas também como novos separadores hibridos
organicos/inorganicos. Como tal, desenvolvemos um método de imobilizagdo utilizando o
poli(alcool vinilico) (PVA). De facto, os Cdots altamente condutores foram retidos com sucesso
no interior da membrana mesmo apo6s a aplicacao de varios ciclos de molhagem/secagem. Além
disso, as caracteristicas morfologicas ndo se alteraram apds esses ciclos e permaneceram
constantes durante mais de quatro meses. Estes nanofluidos podem ser uma abordagem
interessante para resolver alguns dos problemas atuais nos campos das baterias de estado sélido

e do armazenamento de energia, entre outros.

Na segunda parte o nosso foco foi a necessidade de desenvolver um sensor analitico especifico
que conseguisse identificar e quantificar o Fe(ll). O sensor fluorescente aqui descrito pode
detetar com sucesso o Fe(ll) e discriminar este ido de outros analitos que normalmente atuam
como interferentes em meios bioldgicos. Além disso, este sensor a base de fluoresceinamina
reduzida (RFL) tem alta fotoestabilidade e constante de dissociagdo, o que indica que o
complexo obtido entre a fluoresceinamina reduzida e o Fe(ll) é muito estavel. Este sensor
fluorescente tem um mecanismo de ligacdo de 1:1 e foi encontrada uma ligacdo do tipo
cooperativa positiva entre o analito e o sensor. Os parametros de dete¢do, quantificacdo e
sensibilidade do sensor sdo: 21,6 £ 0,1 uM; 65,6 = 0,1 uM e 48 + 3 (x107) uM, respetivamente.

Palavras-chave: nanofluidos; carbon dots; liquidos idnicos; eletrélitos; aplicagdes energéticas;

fluoresceinamina reduzida; especifico; detecdo de ferro(l1).






Abstract

The first part of this work focused on the development of materials that can help overcome the
current limitations in energy storage and consumption. We developed nanofluids based on non-
toxic, carbon nanoparticles (NPs): carbon dots (Cdots) functionalized with ionic liquids. Here,
we wanted to prove that these new nanofluids are, not only interesting as possible electrolytes,
but also as new organic/inorganic hybrid separators. As such, we developed an entrapment
method using poly(vinyl alcohol) (PVA). Indeed, the highly conductive Cdots were
successfully retained inside the membrane even upon the application of several wetting/drying
cycles. Moreover, the morphological characteristics did not change upon these cycles and
remained stable for more than four months. These nanofluids could be an interesting approach
to tackle some of the current problems in the fields of solid-state batteries, and energy storage,
among others.

In the second part our focus was on the need to develop a specific analytical sensor that can
identify and quantify Fe(ll). The turn-on fluorescent sensor here described can successfully
detect Fe(ll) and discriminate this ion from other analytes that commonly act as interferents in
biological media. Moreover, this reduced fluoresceinamine-based (RFL) sensor has a high
photostability and high dissociation constant, which is an indication that the complex obtained
between reduced fluoresceinamine and Fe(ll) is highly stable. This fluorescence-based sensor
has a binding mechanism of 1:1 and a positive cooperativity was found between analyte and
sensor. The detection, quantification and sensitivity parameters of the sensor were determined:
21.6 0.1 uM; 65.6 + 0.1 uM and 48 + 3 (x10) uM, respectively.

Keywords: nanofluids; carbon dots; ionic liquids; electrolytes; energy applications; reduced

fluoresceinamine; specific; iron(11) detection.
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Capitulo 1 - Nanofluidos baseados em Carbon dots
funcionalizados com liquidos ionicos para aplicacdes

energeticas

1.1 Introducéo

1.1.1 Carbon dots

Carbon dots (Cdots) sdo a mais recente classe de nanoparticulas fluorescentes. Estas
nanoparticulas apresentam algumas propriedades excecionais, tais como, elevada
fotoestabilidade, comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo ajustaveis, alta estabilidade
ao longo do tempo, entre outras. Estas propriedades tornaram-nas bastante interessantes em
numerosas areas como por exemplo: desenvolvimento de biosensores, bioimagem, produtos

farmacéuticos e células de combustivel (Figura 1.1) [1-4].

Figura 1.1 - Aplicacéo de Cdots em nanomedicina. Adaptado de [1].

Os Cdots sdo o novo membro da familia Quantum Dots (QDs) e partilham algumas das
propriedades fisicas que fizeram destes um dos propulsores mais relevantes na area da
nanoquimica. Os QDs tradicionais tém um nucleo de metal pesado, o que impede a sua
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aplicacdo em ensaios in vivo [5]. Assim sendo, os Cdots sdo uma alternativa mais promissora

e mais competitiva.

Desde a sua descoberta em 2004, existe um grande interesse neste novo material baseado em
carbono. Os Cdots apresentam-se como uma alternativa ndo toxica aos QDs tradicionais
baseados em metais pesados como o cadmio e, atualmente, existem vérias abordagens para a

sua sintese [6, 7].

1.1.2 Fluorescéncia dos Cdots

Foram vérias as tentativas para explicar a fluorescéncia das nanoparticulas. A teoria mais
comum esta relacionada com o confinamento quantico: todas as particulas estdo confinadas em
tamanho entre o intervalo de banda formado pela orbital molecular mais alta ocupada (HOMO)
e a orbital molecular mais baixa ndo ocupada (LUMO) [8]. A medida que as particulas ficam
mais pequenas, o intervalo de energia entre estas duas orbitais torna-se maior e os eletrdes na
orbital HOMO precisam de mais energia para serem excitados para a orbital LUMO. Ao ser
excitado, o eletrdo regressa ao estado fundamental com emissdo de luz. Deste modo, é possivel

dizer que o intervalo de energia determina o comprimento de onda de emissao da nanoparticula
[9].

A fluorescéncia destas novas nanoparticulas parece estar dependente de dois fatores principais:
os defeitos de estado de superficie e o confinamento quantico. Quase todas as modificacdes na
superficie destas nanoparticulas sdo seguidas por uma alteracdo das suas propriedades Oticas
(intensidade de fluorescéncia, tempo de vida radiativo e comprimento de onda de
excitacdo/emissao). Isto pode ser explicado pelo facto de que as nanoparticulas sdo constituidas
apenas por uma pequena quantidade de &tomos que se encontram principalmente na superficie,

pelo que qualquer alteracéo nestes &tomos resulta numa modificagdo das suas propriedades.

1.1.3 Nanofluidos

Os nanofluidos, ou suspensdes liquidas de nanoparticulas (NPs), representam uma area
relativamente nova e em rapida evolucao, com elevada relevancia académica e extraordinaria
contribuicdo na industria e na sociedade [10]. Estes fluidos representam sistemas inicialmente

em duas fases (a parte solida (nanométrica) e o fluido base) que, apds dispersdo uniforme,



formam uma mistura estavel e com propriedades diferentes das dos componentes isolados [11].

Em diversas investigacdes observou-se que os nanofluidos possuem melhores propriedades
termofisicas como por exemplo, condutividade térmica, difusividade térmica, viscosidade e
coeficientes de transferéncia de calor por convecgdo, quando comparados com 0s respetivos
fluidos base [12-14]. Devido as suas caracteristicas atrativas e Unicas, os nanofluidos prestam-
se a aplicacdes numa infinidade de setores que vdo desde a exploracdo espacial, industria

automovel, e armazenamento de energia, até a medicina, incluindo a terapia do cancro [15].

Suspensdes de nanoparticulas em liquidos ionicos (ILs) sdo uma classe inovadora de novos
nanofluidos. Os liquidos i6nicos consistem inteiramente em iGes e tém um ponto de fusdo
inferior a 100 °C [16]. Apresentam Vvérias caracteristicas unicas (Figura 1.2) e como ndo séo
combustiveis ou volateis em condi¢cdes ambientais e sdo também reciclaveis, sdo considerados

fluidos amigos do ambiente [17].

Numero de solventes >1,000,000

Aplicabilidade Multifuncao

Capacidade catalitica

Pressao de vapor

Inflamabilidade

Solvatacgao

Comum e sintonizavel

Insignificante em
condigbes normais

Normalmente nao
inflamavel

Forte

Figura 1.2- Principais caracteristicas dos liquidos idnicos. Adaptado de [17].

Em 2007, Fukushima e Aida foram os primeiros a misturar uma alta concentracdo de nanotubos
de carbono (CNT) em liquidos idnicos a temperatura ambiente [18]. Desde entdo, inUmeros
trabalhos de investigacdo tém sido desenvolvidos [19-22]. No entanto, apenas a investigacdo
relacionada com as propriedades termofisicas destes novos fluidos tem sido profundamente

discutida.



1.1.4 Aplicages energéticas dos nanofluidos

O roteiro da transicdo para uma economia competitiva de baixo carbono até 2050 [23] aumentou
a consciéncia social sobre a necessidade de desenvolver tecnologias alternativas que
contribuam efetivamente para uma diminuicao significativa do efeito estufa. A producdo de
baterias e materiais de baterias que permitirdo o transporte em grande escala por eletrificagéo,
e 0 armazenamento de energias renovaveis produzidas intermitentemente, tais como a edlica e

a solar, sdo de importancia vital.

As baterias de ides de litio tém estado no centro da revolucgédo tecnoldgica portatil, como foi
reconhecido recentemente pelo Prémio Nobel Quimica de 2019 [24]. No entanto, a crescente
procura de um desempenho ultraelevado (maior capacidade de armazenamento e poténcia),
facil recarregamento, fiabilidade, seguranca e baixo preco ndo podem ser totalmente satisfeitos
com os conhecimentos e tecnologia de eletroquimica existentes. Embora tenha havido grandes
esforcos no desenvolvimento de atualizagdes eficientes [25,26], pode afirmar-se que,
globalmente, a investigacdo atual sobre baterias tem duas principais dire¢cdes [27]: (1) evolugéo
dos ides de litio, que consiste na otimizacdo da ja totalmente desenvolvida tecnologia de ides

de litio; e (2) pos ides de litio, onde sdo tentadas modificacBes dos seus componentes principais.

Independentemente da diregdo da investigagéo, o desenvolvimento de novos condutores de ides
rapidos ou eletrolitos sélidos estd no cerne do conceito de bateria de estado sélido [27,28].
Acelerar a investigacdo sobre a concecdo dos materiais das baterias e interfaces, promovendo a
investigacdo para incorporar funcionalidades de detecdo inteligente e autocura em futuras
baterias e garantir a produtibilidade, reciclabilidade e sustentabilidade, sdo de suma importancia
[29].

A aplicacdo de nanofluidos na area da energia tem vindo a crescer exponencialmente nos
ultimos anos, conduzindo recentemente a desenvolvimentos bastante interessantes [30,31]. De
acordo com Choi et al. [32], os nanofluidos sao dispers@es estaveis de NPs num fluido base. A
introdugdo das NPs no fluido base resulta num aumento dramatico do desempenho de
transferéncia de calor [33]. Esta area de investigagdo tem como fator impulsionador esta
caracteristica relevante dos nanofluidos. A utilizacdo de nanofluidos como agentes eficazes de
transferéncia de calor é bastante apelativa para varias areas industriais, particularmente em
aplicacdes energéticas. Hoje em dia, os fluidos convencionais utilizados nos motores e
radiadores dos automoveis contém particulas do tamanho de milimetros/micrometros para
aumentar a transferéncia de calor. No entanto, ndo sdo muito eficientes. A utilizacdo destas
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particulas dificulta a utilizacdo de novas tecnologias de arrefecimento baseadas em microcanais,
uma vez que podem entupir facilmente [34]. Neste sentido, o uso de nanofluidos com maior
estabilidade e condutividade térmica podem levar a uma melhoria da eficiéncia dos motores e
dos radiadores, e consequentemente ao desenvolvimento de veiculos mais leves com melhor

economia de combustivel [35].

Os nanofluidos convencionais contém agua, 6leos/lubrificantes e liquidos organicos, tais como,
poli(etilenoglicol), biofluidos, e solu¢bes poliméricas, entre outras [34]. Embora os ILs tenham
sido extensivamente explorados no campo da eletroquimica do estado solido [36], a sua
utilizacdo como fluido base para formar nanofluidos é escassa, mas bastante promissora
[37,38]. De facto, a estabilidade térmica e eletroquimica dos ILs, juntamente com o aumento
da condutividade quando associados a NPs, tornam-nos especialmente apelativos para resolver
problemas fundamentais, tais como o desenvolvimento de baterias recarregaveis de litio
metalico onde a deposicao desigual do litio dificulta a sua estabilidade ao longo dos ciclos

repetidos de carga/descarga [37].

Recentemente, foram desenvolvidos nanofluidos sustentaveis baseados em Cdots de
polissacarideos sintéticos [39] ou de residuos derivados de biomassa [40] funcionalizados com
ILs a base de imidazolium. Os Cdots tém caracteristicas intrinsecas, tais como condutividade
térmica e elétrica e propriedades optoelectronicas, que sdo extremamente dependentes da
quimica de superficie. Devido a sua estrutura de banda Unica, os nanomateriais de carbono
exibem uma notavel mobilidade dos eletrGes a temperatura ambiente. Estas caracteristicas
tornam 0s nanomateriais de carbono, incluindo os Cdots, bastante apelativos para fins
energéticos gerais e, em particular, para aplicacbes em que é necessaria uma condutividade

elétrica elevada.

1.2 Materiais e métodos

1.2.1 Materiais

Cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio ([Bmim]Cl) 98% (Acros Organics), triflato de 1-tosilato-
3-metil-imidazoélio ([Tmi][Trif]) 99% (Merck), acido cloridrico (HCI) 37% (Honeywell), acido
nitrico HNO3 65% (PanReac), acetona (Fluka), poli(alcool vinilico) (PVA) (Fluka), solucdo de

glutaraldeido 50% em H.O 5,6 M (Fluka), quitina de caranguejo (Sigma Aldrich), cloreto
5



ciandrico ((NCCL)3) 99% (Sigma Aldrich) e glucose (Fisher Scientific) foram utilizados como
recebidos, salvo indicacdo em contrario. Foi utilizada em todas as solu¢des aquosas agua
ultrapura (resistividade 18 MQ-cm, Interlab Sistem Purist UV set).

1.2.2 Métodos

1.2.2.1 Sintese dos nanofluidos

Os Cdots de glucose (Cdots/[Bmim]CIl/[Tmi][Trif]) e os de quitina de caranguejo
(CdotsCHI/[Bmim]CI/[Tmi][Trif]) foram obtidos a partir da adi¢do de [Bmim]CI a glucose ou
a quitina numa proporcéo de 1:10 (m/m) sob agitagdo magnética constante, respetivamente. Em
seguida, 1 mL de [Tmi][Trif] puro foi adicionado as misturas e deixado a reagir a 100 °C num
banho de 6leo, durante 1 h. As NPs resultantes foram deixadas a arrefecer a temperatura
ambiente. Apds arrefecimento, os nanofluidos resultantes apresentavam uma consisténcia
viscosa. Os Cdots/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif] tinham uma coloracdo castanha, e 0s
CdotsCHI/[Bmim]CIl/[Tmi][Trif] exibiam uma cor laranja. Ambos os materiais permaneceram
em dialise durante 72 h. Os nanofluidos purificados apresentavam uma consisténcia viscosa a
temperatura ambiente e apds a liofilizacdo, podem ser facilmente redispersos em agua ou

noutros solventes sempre que necessario.

1.2.2.2 Preparacdo das Membranas PVA/Nanofluidos

As membranas PV A/nanofluidos foram preparadas dissolvendo 0,5 g de (NCCl)3 em 20 mL de
acetona. Em seguida, foram adicionados 1,0 g de PVA e 10 mL de &4gua. A mistura preparada
foi agitada durante 30 min a temperatura ambiente. O sélido foi separado por filtracdo a vacuo
e lavado, primeiro com acetona e depois com agua. Cobriu-se o solido PVA/(NCCI)z com uma
solucdo de nanofluido em acetona (50% m/v). Ap6s 1 h, 100 mg de PVA/nanofluido foram
dissolvidos em 2,0 mL de &gua, num banho a 80 °C durante 30 min, até a dissolugdo completa
do PVA. Depois de um arrefecimento a temperatura ambiente, adicionou-se 0,05 mL de
glutaraldeido aquoso e 0,05 mL de uma solugdo de HCI 4 M a 0,5 mL de solugéo
PVA/nanofluido. Uma aliquota de 50 pL foi aplicada sobre uma lamina de vidro previamente
limpa com uma solugdo de HNOs (1:3 v/v) e deixada a secar a temperatura ambiente durante

12 h. Em todos os casos foi formada uma pelicula fina (Figura 1.3).
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Figura 1.3 — Membranas PVA/nanofluidos

1.2.2.3 Caracterizagéao

As medic¢des da condutividade foram realizadas com um medidor de condutividade analogico
WPA CM35 com uma sonda caseira com um valor constante de 0,5468 cm™. As medic¢Ges da
viscosidade dindmica foram efetuadas num reémetro Brookfield DV-II equipado com uma
placa conica (SSA spindle 21). Em cada medi¢do, colocou-se 2 mL da amostra dentro de um
adaptador com parede dupla para assegurar a termostatizacdo. Tanto as medicBes da
condutividade como da viscosidade foram adquiridas em funcdo da temperatura (entre os 5 e
0s 60 °C); recorrendo a um banho termostatico Julabo F25. O equipamento tem uma calibracéo

interna fornecida pelo fabricante, e nenhum outro procedimento de calibragéo foi realizado.

A estabilidade ao longo dos ciclos de secagem/molhagem das membranas foi monitorizada
durante um més para verificar qualquer lixiviacdo nanofluidica da membrana. A agua
desionizada onde as membranas foram imersas foi testada ao longo do tempo para avaliar
qualquer possivel fluorescéncia residual. Nessas medicdes utilizou-se um equipamento caseiro
composto por um circuito eletronico para estabilizar a corrente elétrica que alimenta uma fonte
de luz constituida por um LED da Roithner Lasertechnik (Ref. LED450-01), um detetor CCD
da Ocean Optics (USB2000), e um compartimento de amostragem da Ocean Optics (CUV-
ALL-UV 4-way). Em todas as medidas de fluorescéncia, foram usadas cuvettes de quartzo de
1 cm com uma barra de agitagdo magnética. O compartimento de amostragem estava sobre um

agitador magneético.



1.3 Resultados e discussao

1.3.1 Conceitos fundamentais

Os Cdots sdo muito conhecidos pelas suas propriedades fluorescentes, que foram aqui
plenamente exploradas. Estes nanofluidos podem ser utilizados como eletrolitos ou separadores
comuns (aquando da imobilizacdo na membrana de PVA). Em qualquer dos casos, a
possibilidade de ter uma propriedade (fluorescéncia) que permita deduzir a estabilidade do
eletrdlito, bem como o seu aprisionamento bem sucedido na membrana, é de grande interesse.
Além disso, as mudancas de fluorescéncia com a temperatura podem ser seguidas em tempo
real apenas irradiando a amostra com uma simples luz negra (ultravioleta UV-A) e um
fotodetetor. Nos Cdots, é geralmente aceite que o mecanismo de fluorescéncia depende
fortemente da matéria prima e das moléculas de funcionalizagcdo. Uma vez que tanto os defeitos
de superficie como os grupos quimicos de superficie sdo de extrema relevancia nas
propriedades oOticas das NPs, analisdmos a diferenca entre a intensidade de fluorescéncia dos

nanofluidos obtidos a partir da glucose e da quitina.

A figura 1.4(a) mostra que apesar da utilizacdo dos mesmos parametros de aquisicdo de
fluorescéncia (comprimento de onda de excitacdo e abertura), o perfil de emissdo e a intensidade
de fluorescéncia de ambos os nanofluidos sdo marcadamente diferentes. De facto,
Cdots/[Bmim]Cl tem um comprimento de onda maximo de emissdo de 495 nm e um
comprimento de onda maximo de excitacdo de 400 nm. Assim sendo, tem um deslocamento de
Stokes de 95 nm. Por outro lado, o deslocamento de Stokes tanto dos
Cdots/[Bmim]ClI/[Tmi][Trif] como dos CdotsCHI/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif] é de 103 nm
(excitagdo maximo de 400 nm e emissdo méaxima de 503 nm). E também interessante notar que
a largura méaxima a meia altura (FWHM) dos nanofluidos funcionalizados com [Tmi][Trif] séo
inferiores aos observados para o nanofluido que contém apenas [Bmim]CIl. Além disso, o
FWHM dos Cdots/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] € 13 nm superior (113 nm) ao dos
CdotsCHI/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] (97 nm) e 11 nm superior ao do [Tmi][Trif] (Figura

1.4(b)(c)).
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Figura 1.4 - (a) Perfil de emissdo de fluorescéncia dos nanofluidos e do [Tmi][Trif] (comprimento de onda de excitagcdo = 400 nm),
(b) Perfil de intensidade de fluorescéncia da solugdo aquosa dos nanofluidos adquirida a 20 °C, e no final do primeiro ciclo de
aquecimento (50 °C), (c) Intensidade de fluorescéncia no comprimento de onda maximo de emissdo do [Tmi][Trif] (515 nm), em
funcdo da temperatura no primeiro ciclo de aquecimento/arrefecimento, (d) Perfil de emissdo de fluorescéncia do [Tmi][Trif[
(comprimento de onda de excitagdo = 400 nm), a 20 °C, a temperatura maxima do primeiro ciclo de aquecimento (50 °C), e a 20 °C
no primeiro ciclo de aquecimento/arrefecimento. Adaptado de [41].

O facto da intensidade de fluorescéncia de ambos os nanofluidos diminuir e 0 FWHM aumentar
com 0 aumento da temperatura € bastante interessante, uma vez que estudos anteriores
atribuiram um FWHM > 100 nm a uma forte interacdo eletrdo-eletrdo [42]. Neste sentido, é

possivel dizer que a 50 °C, estas interagdes sdo superiores as observadas a 20 °C.

Outra caracteristica interessante dos nanofluidos e do [Tmi][Trif] é a sensibilidade a
temperatura (Figura 1.4(b)-(d)). A figura 1.4(d) mostra também que no primeiro ciclo de
aquecimento/arrefecimento, a intensidade de fluorescéncia do [Tmi][Trif] ndo atingiu a
intensidade de fluorescéncia inicial, independentemente do tempo que foi deixado a
temperatura ambiente. Este efeito € bastante relevante e prova que o aumento da temperatura

origina, muito provavelmente, a quebra de algumas ligacBes de hidrogénio que ndo foram



reformadas a medida que as moléculas regressavam a temperatura inicial. O resultado foi uma
diminuicdo de 7,8% na intensidade maxima de fluorescéncia. E ainda relevante notar que este
efeito é disfarcado pelos nanofluidos. De facto, e ainda que apresentem uma tendéncia
semelhante no ciclo de aquecimento/arrefecimento, a perda de fluorescéncia em cada ciclo ndo
ultrapassa os 1%. Esta sensibilidade a temperatura ndo se restringe as propriedades de
fluorescéncia. A figura 1.5(a) demonstra claramente que no primeiro ciclo de aquecimento e,
considerando os valores obtidos para 50 °C, a introducéo do [Tmi][Trif] na superficie dos Cdots
foi responsavel pelos aumentos de condutividade bastante significativos (de 1,30 mS cm™ nos
Cdots/[Bmim]Cl a 2,79 mS.cm™? nos Cdots/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] e 17,5 mS.cm™® nos
CdotsCHI/[Bmim]CIl/[Tmi][Trif]), 54% e 92% de aumento respetivamente. Estes resultados
sdo bastante apelativos, particularmente para o campo dos eletrolitos poliméricos da proxima
geracdo de baterias de litio/ido de sodio [43]. O numero de artigos na literatura que relatam a
utilizacdo de Cdots para tal fim é bastante escasso. Ma et al. [43] relataram um novo eletrolito
a base de nanocomposto de poli(6xido de etileno) com Cdots ricos em oxigénio que exibiu uma
condutividade de 0,139 mS.cm™, um valor significativamente inferior ao obtido aqui usando

ILs como os grupos de superficie.

Além disso, estes nanofluidos apresentam uma caracteristica de auto melhoria durante varios
ciclos [39,40], o que é evidente na Figura 1.5(c). Em quatro ciclos consecutivos de
aquecimento/arrefecimento, a percentagem de aumento da condutividade nos nanofluidos
Cdots/[Bmim]CIl/[Tmi][Trif] e CdotsCHI/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] quando comparada com 0s
Cdots/[Bmim]CI foi de 63 e 94%, respetivamente [39,40]. Normalmente, os eletrélitos tendem
a degradar-se em ciclos consecutivos; contudo, nestes nanofluidos, notamos precisamente a
tendéncia oposta (Figura 1.5(b)(c)). A natureza exata deste fendbmeno bastante interessante
ainda ndo esta totalmente compreendida. No entanto, acreditamos que as armadilhas e 0s poros
na superficie dos NPs, juntamente com a elevada mobilidade dos eletrdes dos nanocarbonos e
a formacao/reformacéo das ligac6es de hidrogénio, proporcionam um caminho inovador para a

auto melhoria dos nanomateriais, com condutividade cada vez mais elevada.

Esta caracteristica interessante também foi observada em 95% das solugbes aquosas dos
nanofluidos (Figura 1.5(b)) mas ndo no [Tmi][Trif], demonstrando que esta propriedade
particular se deve a natureza inerente do nanomaterial e a sua composicao quimica. No entanto,

os ILs tém uma boa condutividade (0,14 mS.cm™ a 23 °C que sobe para 0,15 mS.cm™ a 50 °C).
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Figura 1.5 - Perfil de condutividade dos (a) nanofluidos originais; (b) 95% (p/p) das solugdes aquosas do Cdots/[Bmim]CIl em azul
e Cdots/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] em verde CdotsCHI/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] em laranja, e [Tmi][Trif] em preto. (c) Valores de
condutividade obtidos a 50 °C apés cada ciclo de aguecimento e de arrefecimento dos trés nanofluidos originais. Adaptado de [41].

Um possivel problema que pode dificultar as aplicacdes dos nanofluidos como eletrolitos é a
sua elevada viscosidade. Ao considerar, por exemplo, a tecnologia das baterias de microcanais,
a sua elevada viscosidade poderia levar a um problema de entupimento. O intercambio
molecular e as forcas de coesdo contribuem para a viscosidade liquida, mas a medida que a
temperatura aumenta, a energia de ligacdo diminui e, consequentemente, a viscosidade liquida
também. Esta caracteristica pode ser vista na figura 1.6, onde a viscosidade dinamica diminui
progressivamente com o aumento da temperatura. O nanofluido Cdots/[Bmim]CIl/[Tmi][Trif]
tem uma viscosidade dinamica de 24 Pa.s antes de realizar o primeiro ciclo de aquecimento a
24 °C, enquanto que Cdots/[Bmim]ClI tem 3,1 mPas. No primeiro ciclo de
aquecimento/arrefecimento, houve uma queda dréastica da viscosidade nos Cdots/[Bmim]CI
para 1,5 Pa.s (diminuicdo de 94%) e 2,2 mPa.s (diminuicdo de 26%) para o0s
Cdots/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif] (Figura 3b). Além disso, a figura 1.6(b) mostra que esta tendéncia
se mantém durante mais de cinco ciclos, e mesmo que a amostra fique em repouso entre ciclos
durante mais de 48 h, a viscosidade dindmica nunca atinge o mesmo valor inicial, o que é tipico
para fluxos ndo-Newtonianos. No caso do nanofluido CdotsCHI/[Bmim]CI/[Tmi][Trif], houve
a formacéo de estruturas do tipo cristal que pararam a medigédo da viscosidade dinamica. Estas

estruturas estdo muito provavelmente relacionadas com a agregacdo de particulas [40].
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Figura 1.6 - a) Perfil de viscosidade dos nanofluidos em estado puro e b) valores de viscosidade obtidos a 50 °C apés cada ciclo de
aquecimento e arrefecimento para Cdots/[Bmim]Cl em azul e Cdots/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] em verde. Inser¢do: imagens de
Cdots/[Bmim]Cl antes do primeiro ciclo de agquecimento e ap6s o arrefecimento. Adaptado de [41].

1.3.2 Imobilizac¢éo dos nanofluidos

Os resultados obtidos até agora levam-nos a acreditar que estes nanofluidos séo eletrolitos
interessantes. No entanto, nds queriamos levar estes materiais para o nivel seguinte. A utilizacéo
de um eletrolito que pode ser utilizado no estado liquido, mas que também pode ser imobilizado
numa membrana compativel com as aplicacfes energéticas, pode ser uma grande vantagem. O
principal problema das baterias de estado sélido € a estabilizacdo das interfaces. As membranas
de PVA tém sido propostas como materiais bastante eficientes para separadores em baterias de
ibes de litio [43,44]. Neste sentido, imobilizamos os nanofluidos que exibiam maior
condutividade no estado nanofluido, ou seja, os Cdots/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif]) e os
CdotsCHI/[Bmim]CI/[Tmi][Trif]) em membranas de PVA. Para efeitos de comparacdo,

também imobilizamos o [Tmi][Trif] em PVA.

As membranas foram preparadas por ligagdo cruzada de PVA com glutaraldeido (GA) a 80 °C
apos uma etapa de ativagdo fornecida por (NCCI)s. Existem varios métodos para a preparagao
das membranas PVA. Este método combinou duas das opcGes tradicionais: um reticulador
quimico, GA e a temperatura, 80 °C (Figura 1.7). A combinacéo destes dois fatores permite (1)
evitar a falta de estabilidade na 4gua que os hidrogéis de PVA ndo modificados tém, o que nos
permitiria limitar o desempenho e integridade do filme [44]; e (2) aumentar a cristalinidade
fornecida pela organizacdo das cadeias. De facto, a temperatura de entrada permitiu o

estabelecimento de cadeias mais fortes de. ligagdo de hidrogénio entre os grupos hidroxil [45].
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Figura 1.7 - Representagdo esquematica da formacao da membrana de PVA. Adaptado de [45].

O aprisionamento dos Cdots dentro do PVA (Figura 1.8) foi anteriormente realizado usando
Cdots com diferentes funcionaliza¢Ges, que resultou na afinacdo do indice de refracdo [46], nos
efeitos de forma-memaoria [47,48] e nos compositos de aprisionamento de cargas [49]. De facto,
e ainda que a reticulacdo do PVA seja necessaria para aumentar a resisténcia a agua, este

processo tem um efeito substancial nas propriedades Gticas do material aprisionado [50].
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Figura 1.8 - Representacédo esquematica do aprisionamento de [Tmi][Trif], Cdots/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif], e Cdots/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif]
na membrana de PVA. Adaptado de [41].

Todas as membranas de PVA tinham um perfil de fluorescéncia inicial consistente com a
solucdo aquosa de nanofluidos e de [Tmi][Trif] (Figura 1.9). No entanto, notamos que a
fluorescéncia diminuiu com o tempo na produgdo da membrana. Foi realizado um estudo

sistematico a fim de avaliar a estabilidade da fluorescéncia da membrana com o tempo.

A figura 1.9 mostra que, embora a intensidade de fluorescéncia inicial de todas as membranas
fosse diferente apds 180 min, todas exibiram um valor semelhante. Este quenching da
fluorescéncia, previamente descrito por Nechifor et al. [50], deve-se a interacdo quimica entre
as espécies aprisionadas (nanofluidos e [Tmi][Trif]) e o reticulador (GA), o que resulta num

aumento do mecanismo de decaimento ndo-radiativo.

Uma vez que a estabilidade na agua foi também um pardmetro importante, e todas as espécies
aprisionadas sdo fluorescentes, realizamos um ensaio adicional onde as membranas foram
imersas em agua durante 30 min e deixadas a secar a temperatura ambiente durante pelo menos
10 vezes consecutivas. A forma das membranas e a estabilidade foi conservada durante estes
ciclos, salientando a sua insolubilidade na agua. Além disso, analisamos a intensidade de
fluorescéncia da dgua onde as membranas foram imersas. Concluiu-se que os nanofluidos e
[Tmi][Trif] foram presos com sucesso na membrana do PVA e, como tal, o efeito de quenching

anteriormente observado n&o se deveu a um fenomeno de lixiviagao.
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Figura 1.9 - Perfil de intensidade de fluorescéncia com o tempo de (a,d) [Tmi][Trif], (b,e) Cdots/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif], e
(c,f) CdotsCHI/[Bmim]CI[Tmi]Trif] presos nas membranas de PVA. Adaptado de [41].

A figura 1.10 mostra imagens nédo tratadas das membranas produzidas (Figura 1.10(a)), a
imagem da fluorescéncia que é semelhante em todas as membranas PVA com espécies
aprisionadas (Figura 1.10(b)), e as imagens de microscopia Otica polarizada (sob polarizadores
cruzados) de todas as membranas (Figura 1.10(c)-(e)). Embora o PVA tenha sido utilizado no
passado em ecrds de cristais liquidos [51], o PVA ndo tratado ndo exibe birrefringéncia otica.
No entanto, as membranas de PVA com nanofluidos aprisionados e [Tmi][Trif] mostram
birrefringéncia. Foi previamente mencionado que o tratamento de temperatura durante a
reticulacdo do PVA poderia levar a um aumento do contetdo de cristalinidade, e este parece
ser 0 caso. De facto, a presenca de ILs termotrdpicos (por exemplo, [Bmim]Cl) e as suas
interacOes ionicas tendem a estabilizar as mesofases lamelares devido ao empilhamento ido-ido
e a interacOes eletrostaticas [52,53], 0 que leva a comportamentos de birrefringéncia. Este
resultado é bastante interessante porque uma caracteristica tipica dos cristais e semi-cristais dos
ILs é a condutividade idnica, que pode ser aplicada com sucesso no desenvolvimento de novos

dispositivos de condutividade de corrente elétrica anisotropica [53].
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Figura 1.10 - (a) Imagens das membranas de PVA. (b) Imagem da fluorescéncia adquirida num dispositivo caseiro para medir a
fluorescéncia de sélidos usando um LED de 450 nm como fonte de excitacdo. Imagens de (c) [Tmi][Trif], (d) Cdots/[Bmim]Cl/[Tmi][Trif],
(e) CdotsCHI/[Bmim]CI/[Tmi][Trif] presos nas membranas de PVA usando um angulo de polimerizag&o cruzada de 90°. Adaptado de [41].

1.4 Conclusodes

A utilizacdo de nanofluidos na area da energia tem vindo a crescer devido as suas caracteristicas
particulares. Aqui, apresentamos trés nanofluidos baseados em Cdots funcionalizados com dois
ILs diferentes. A introducdo do [Bmim]Cl e do [Tmi][Trif] permitiu ndo s6 a formacdo do

nanofluido, mas também definiu a sua condutividade proténica.
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De facto, apesar do [Tmi][Trif] apresentar uma boa condutividade, este valor é reforcado
quando associado com o aprisionamento intrinseco e os poros das NPs. Além disso, 0s
nanofluidos apresentam uma capacidade de autoaperfeicoamento caracterizada pelo facto de
que nos ciclos de aquecimento/arrefecimento, a condutividade aumenta e a viscosidade diminui,
0 que é um grande beneficio em aplicacBes energéticas industriais. Estes nanofluidos foram
aprisionados numa membrana de PVA, e apesar do facto de a sua intensidade de fluorescéncia
ter sido atenuada pela interacdo do nanofluido com o reticulador utilizado, permaneceram
dentro da membrana mesmo apos varios ciclos de molhagem/secagem. Adicionalmente, apds a
imobilizacdo, e devido ao processo de reticulagdo aplicado ao PVA, foi possivel detetar
estruturas birrefringentes. As suas caracteristicas visuais e morfolégicas ndo se alteraram ap6s
os ciclos de molhagem/secagem e permaneceram constantes durante mais de quatro meses. De
facto, estes nanofluidos podem ser uma interessante abordagem para resolver alguns dos
problemas atuais nos campos das baterias de estado s6lido e do armazenamento de energia,

entre outros.

E preciso recordar que é aceite que a nossa vida num futuro proximo dependera da utilizacao
de veiculos elétricos. A sua utilizacdo generalizada € complicada devido a varias dificuldades
no desenvolvimento de baterias de litio recarregaveis avancadas para 0 armazenamento de
energia. Propriedades como uma elevada area de superficie especifica, hierarquizada
arquitetura, estabilidade térmica e quimica elevadas, custo relativamente baixo e natureza
benigna, sdo alguns dos requisitos mais atrativos para estes dispositivos de armazenamento de
energia. Nos ultimos anos, 0s nanotubos de carbono e o grafeno foram propostos como dois
candidatos extremamente atrativos [38], com um baixo custo e condutividade digna de nota.
Mostramos aqui que a combinacdo de ILs e Cdots é também muito interessante, levando ndo
s6 a um aumento da estabilidade térmica e a uma maior condutividade idnica/eletronica, mas

tambem a uma marcada termosensibilidade, que pode fazer avancar a tecnologia atual.

1.5 Perspetivas futuras

Sendo um tipo de nanoparticulas promissoras, os Cdots tém atraido grande atencdo devido as
suas excelentes propriedades. Seria interessante avaliar a sua interacdo sob a agdo de espécies

reativas de oxigenio e de nitrogénio por fluorescéncia.
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Capitulo 2 - Sensor turn-on, fotoestavel, ndo toxico e especifico
para o ferro(ll)

2.1 Introducao

Os iBes metalicos sdo necessarios em numerosas reagdes bioldgicas no corpo humano. O ferro
é 0 metal de transicdo mais abundante nos humanos e a sua homeostasia € cuidadosamente
mantida [1]. Uma perturbacao na concentracao de ferro no organismo pode desencadear eventos
de stress oxidativo e estd associada a véarias doencas cardiovasculares, neurodegenerativas,
Alzheimer e multiplos tipos de cancro, entre outras patologias [2], [3], dai que a determinagéo
da sua disponibilidade bioldgica seja extremamente importante. No passado uma deficiéncia de
ferro era bastante comum, hoje em dia o problema quase que se inverte e 0 numero de

sobrecargas crénicas de ferro na populacdo mundial tem vindo a aumentar.

Devido ao facto do ferro ter dois estados de valéncia, Fe?* e Fe®*", que sdo facilmente
intercambidveis, € dificil detetar com precisdao um deles [4]. A complexidade de iGes metalicos
em ambiente biol6gico precisa de ser cuidadosamente abordada porque existem numerosos
elementos que podem reagir de forma semelhante. Atualmente, os métodos de detecéo de ides
ferrosos requerem instrumentos caros, operacGes complexas, dificeis pré-tratamentos de
amostras e raramente atuam em tempo real. A este respeito, é de grande importancia

desenvolver um método novo e simples para a determinacéo do Fe?*.

Os métodos de detecdo seletiva de espécies intracelulares de ferro sob a forma de Fe(ll) tém
tido uma grande procura devido a sua importancia no stress oxidativo. A técnica de
fluorescéncia € um dos métodos mais poderosos para monitorizar processos bioldgicos,
especialmente para detetar espécies de vida curta como o Fe(ll) catalitico em células vivas. De
facto, a bioimagem de iGes metalicos in vivo € um campo de investigacdo em répido
crescimento e desafiante [5]. No entanto, é bastante importante que o sensor fluorescente seja
biocompativel antes e apds a reacdo com a substancia a analisar. E também desejavel uma
cinética rapida na agua sob restri¢des biologicas de pH fisioldgico, elevado teor de sal e grande
excesso de tiois nucledfilos reativos, tais como glutationa e cisteina [6]. Tendo em conta estes
fatores, foram obtidos alguns resultados interessantes utilizando sensores de ferro fluorescentes
[7-11]. Devido aos eletrdes ndo emparelhados ou orbitais parcialmente cheias, tipico dos ides
metalicos, estes sensores sdo baseados na diminuicdo da intensidade da fluorescéncia
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(quenching). Este fenémeno foi observado pela primeira vez em 1919 por Stern e Volmer que
determinaram a sua relagdo com a detecdo da fluorescéncia [12]. O quenching ocorre através
de uma reacdo bimolecular entre uma molécula luminescente excitada, M*, e uma molécula
quencher externa, Q. A molécula fluorescente absorve luz e passa para um estado excitado.
Quando estas duas moléculas interagem, a molécula fluorescente decompde-se por mecanismos
ndo-radiativos com uma constante de desexcitagdo kq (Figura 2.1). A passagem de M* para o
estado fundamental também acontece na auséncia de um quencher, mas a sua presenca origina
uma diminuicdo de intensidade da fluorescéncia mais rapida. Os mecanismos de quenching séo
fotofisicos, isto €, apds todos os processos de desativacdo o fluoréforo regressa ao estado
fundamental inalterado, M [13]. O tempo de vida do estado excitado ou tempo de vida de
fluorescéncia, 1", ¢ dado pelo tempo médio durante o qual as moléculas permanecem no estado

excitado.
* kq
M" + Q == “produtos”

m 117 kn

M+Q

Figura 2.1 - Diagrama simplificado do processo de quenching. Adaptado de [13].

Existem dois métodos disponiveis comercialmente baseados no quenching para a
monitorizacao do ferro em células vivas: PG-SK [14-15] e Calcein [14], [16]. Tang et al. [17]
também relataram um novo sensor fluorescente para a detecdo seletiva de Fe(l1). No entanto, o
mecanismo de resposta do sensor baseia-se nos efeitos de quenching do Fe(ll) através da
quelacédo. Sensores turn-off como estes apresentam alguns problemas de bioimagem, porque se
o fenébmeno de quenching ndo for completo, a quantificagio ou mesmo a observacdo de
alteracOes significativas na intensidade da fluorescéncia pode ndo ocorrer [7]. Tem havido
algum esforco por parte da comunidade cientifica no sentido de desenvolver sensores de ferro
turn-on de fluorescéncia. De facto, uma resposta do tipo turn-on fornece um sinal brilhante
contra um fundo escuro, 0 que maximiza a resolucdo espacial e permite uma discriminagéo
superior entre o ruido e o sinal, aumentando assim a capacidade do sensor para a detecéo e
quantificacdo da substancia a analisar. Esposito et al, [18] desenvolveram um sensor

fluorescente de Fe(ll) para monitorizacdo intracelular baseado em 1,2,3 dihidro-rodamina.
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Apesar de ser uma abordagem apelativa, € um sensor indireto e ndo seletivo, eficaz para uma
vasta gama de espécies reativas de oxigénio produzidas por reacdes cataliticas mediadas por
Fe(I). Outros sensores fluoroforos organicos interessantes tém vindo a ser desenvolvidos ao
longo dos anos. Os que parecem apresentar os limites de detecdo mais interessantes baseiam-
se em novos sensores fluorescentes de base Schiff [19], rodamina B [20], [21] e derivados
cumarinicos [22]. No entanto, requerem geralmente procedimentos de sintese quimica organica
extensivos, solventes organicos tdxicos e procedimentos de purificacdo dispendiosos/
demorados [23]. Além disso, é normal que o sensor exija uma etapa inicial de dissolugdo num

solvente orgéanico [19-25] ou uma mistura de solventes organicos e agua [12], [19], [24].

O Fe(ll) pode ser facilmente oxidado a Fe(lll) em condi¢des aerdbias aquosas, pelo que é
bastante dificil desenvolver um sensor especifico para este ido. De facto, esta capacidade de
doar e aceitar eletrGes com relativa facilidade é uma das suas caracteristicas mais atrativas e é
provavelmente a raz&o pela qual este elemento assume tal importancia em meios bioldgicos, no
entanto, é também a razdo pela qual é tao dificil desenvolver um sensor biocompativel. Existem
varias técnicas para a detecdo de Fe(ll), nomeadamente, espectroscopia de absorcéo [26],
espectrofotometria [27], métodos eletroquimicos [26] e colorimetria [29]. No entanto, a técnica
de fluorescéncia é uma ferramenta poderosa que tem a simplicidade dos ensaios e a fiabilidade

como principais vantagens em relacdo as técnicas mais tradicionais.

A fluoresceinamina (FL) (Figura 2.2(a)) é bastante comum e acessivel [30-32]. Entre outras
fluoresceinas, os derivados que contém os grupos NH> sdo de especial interesse porque servem
de suporte para reagentes mais complicados. Uma das propriedades mais interessantes destes
amino-derivados é a sua capacidade de conversdo de um estado ndo fluorescente para um estado
fluorescente, dependendo de fatores externos ou internos. Observou-se que, quando em solucao,
a fluoresceinamina € facilmente reduzida por zinco s6lido em meio &cido [33], com base na
reducdo da 1',7'-diclorodihidrofluoresceina reduzida e da dihidrorodamina [34], uma estrutura

provavel de fluoresceinamina reduzida é mostrada na Figura 2.2(b).

HO

Figura 2.2 - Estruturas quimicas de fluoresceinamina (a) e provavel reducéo da fluoresceinamina (b). Adaptado de [35].
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2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Materiais

Fluoresceinamina, pd de zinco, cloreto de tris hidroxilmetilamoénio, citrato trissodico, sulfato
de ferro(ll) heptahidratado, cloreto de estroncio hexahidratado, sulfato de amonio(ll)
hexahidratado, sulfato de aménio(lll) dodecahidratado, 1,10-fenantrolina, &cido
mercaptoacético (acido tioglicdlico), glucose e etanol foram comprados a Sigma-Aldrich
Quimica. Hidréxido de sodio, acido cloridrico, cloreto de ferro(lll), hexacianoferrato de
potassio(lll), hexacianoferrato de potassio(ll) trihidratado, molibdato de sodio desidratado,
cloreto de niquel(ll) hexahidratado, nitrato de chumbo(ll), cloreto de manganés(ll)
tetrahidratado, cloreto de cobre(ll), cloreto de sddio, cloreto de cobalto(ll) hexahidratado,
nitrato de mercdrio(ll), nitrato de sddio, cloreto de cadmio monohidratado, dicromato de
potassio, cromato de potassio, sulfato de potassio, acetato de amonio, acido acético, nitrato de
zinco tetrahidratado, borohidreto de sodio, teldrio, hidrogenofosfato dipotassico,
dihidrogenofosfato de potéssio foram obtidos na Merck. Foi utilizada 4gua desionizada em

todas as experiéncias com resistividade superior a 4 MQ cm™,

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Reducéao da Fluoresceinamina

A preparacdo da fluoresceinamina reduzida (RFL) foi realizada através de um método de
reducdo com zinco metalico em meio &cido, anteriormente relatado em Duarte et al [35]. Diluir
1,4 mL de uma solucéo de fluoresceinamina (FL) (1,45 x 10°3 M) com &cido cloridrico (0,1 M)
até um volume final de 14,0 mL, obtendo-se assim uma solugo de trabalho FL de 1,45 x 10
M. Para obter a RFL adiciona-se 0,5 g de p0 de zinco a solucdo de trabalho FL e agita-se até
que a fluorescéncia e a cor amarela desaparecam. Esta mistura fica a reagir durante 30 min.
Apos centrifugacao, 5,0 mL da solucdo RFL obtida foi diluida com 10,0 mL de tampéo tris (pH
7,4) e 4,7 mL de hidroxido de sodio (0,1 M) em quantidades iguais. Esta solucdo é estavel

durante pelo menos duas horas quando devidamente acondicionada.
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2.2.2.2 Medigdes de rendimento quantico de fluorescéncia

Os rendimentos quanticos (QY) foram determinados comparando as intensidades de
fluorescéncia e absorcdo integradas com um fluoréforo de referéncia, neste caso sulfato de
quinina em &cido cloridrico 0,1 M (QY = 0,54) [36]. A medi¢do do rendimento quéntico da
referéncia (sulfato de quinina), da FL e da RFL em contacto com o Fe(ll) foi realizada
preparando uma solugio concentrada de 1 x 10° M, que foi diluida de modo a obter valores de
absorvéncia inferiores a 0,1 para minimizar os efeitos de reabsorcdo. Os espectros de
fluorescéncia foram medidos no comprimento de onda méaximo de emissdo, por exemplo, Aexc

= 480 nm para o sulfato de quinina e Aexc = 450 nm para a FL e a RFL.

O rendimento quantico foi calculado usando a seguinte equagéo 2.1 [37]:

Grad 2
b, = cl)ref <—x) (Ux) Equagéo 2.2.1

Gradyer) \nZ, f

onde os subscritos ref e x referem-se respetivamente a referéncia e a amostra, Grad o gradiente
da parcela, que corresponde a intensidade de fluorescéncia integrada vs absorvancia e n o indice

de refracéo do solvente que foi considerado igual a 1.

2.2.2.3 TitulagGes de ides metalicos e pH

O tampéo tris (pH 7,4) foi preparado por dissolucdo e mistura de 50 x 103 M de cloreto tris
hidroxilmetilaménio e 20 x 10 M de citrato trissddico. O pH foi ajustado com hidroxido de
sodio. Todas as solugdes aquosas de metais foram preparadas por conveniente pesagem,
dissolvendo e diluindo o respetivo solido com agua desionizada. Apds a preparacdo das
solucdes aquosas padrdo, a sua influéncia na fluorescéncia da RFL foi testada realizando
medicBes comuns de fluorescéncia. As solugBes aquosas padrdo de FeSOas, FeCls, MnCly,
Pb(NOs3)., CdCl,, CuClz, NiNOs, CoCly, SrClz, NaCl, K>SO, citrato de sddio e acido citrico
foram preparadas em agua com concentragdes de 5,00 x 10* M. Numa medicdo de
fluorescéncia comum, 0,100 mL de uma solucdo metélica foram adicionados a 2,40 mL da
solucéo RFL diluida em tampdo tris (pH 7,4), usando os seguintes pardmetros de fluorescéncia:
10 s de tempo de integracgdo, 450 nm de comprimento de onda de excitagdo e uma cuvette de
quartzo de 1 cm.

A determinacéo do Fe(ll) em amostras reais foi realizada utilizando o método da fenantrolina
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descrito nos Métodos Padréo. A solucdo de fenantrolina foi preparada dissolvendo 100 mg em
100 mL de &gua desionizada, seguida pela adi¢éo de trés gotas de acido cloridrico concentrado.
A solucéo tampéo de acetato de amonio foi feita dissolvendo 250 g de acetato de aménio com

150 mL de agua desionizada e adicionando 700 mL de acido acético concentrado.

As medicgdes de absorvancia foram efetuadas da seguinte forma: 5 mL de cada amostra foram
adicionados a 0,10 mL de &cido cloridrico concentrado, 2 mL de solugéo fenantropica e 1 mL
de tampdo de acetato de amonio. A mistura foi deixada a agitar durante 10 min. e depois a

absorvancia foi medida.

A fim de efetuar medicdes de pH, foi necessario preparar uma solucdo de reserva de
fluoresceinamina (1,45 x 10 M). As medicBes de pH da fluoresceinamina reduzida foram
realizadas adicionando diferentes quantidades de acido cloridrico e hidroxido de sédio, a fim
de obter um intervalo de pH de 4-11.

2.2.2.4 Sintese de nanoparticulas de CdTe

Uma solucéo aquosa de Te? foi preparada pela adicdo de 12,5 mg de borohidreto de sodio e
20,0 mg de pd de teldrio num frasco de 10 mL com 1,0 mL de agua desionizada, mantendo o
sistema de desoxigenacdo durante pelo menos 4 h com um fluxo de azoto. Num frasco de fundo
redondo de 250 mL, dissolvemos 0,11 g de cloreto de cAdmio em 150 mL de agua desionizada.
Com agitacdo constante adicionamos 47,4 pL de acido mercaptoacético. Removemos o
oxigénio da solucio de cadmio com um fluxo de azoto e juntamos 0,360 mL de Te?.
Aguecemos o frasco até ebulicdo durante cerca de 2 h, depois de arrefecida a mistura, lavamos
as nanoparticulas de CdTe duas vezes com etanol. O precipitado fica a secar, sob baixa presséo,

a temperatura ambiente.

2.2.2.5 Medicdes de fluorescéncia e absorvancia

Todas as medigdes de fluorescéncia foram realizadas com um equipamento caseiro contendo
um circuito eletronico para estabilizar a corrente elétrica que alimenta a fonte de luz constituida
por LEDs de 450 nm da Roithner Lasertechnik (Ref. LED450-01), um detetor CCD da Ocean
Optics (USB2000) ligado a um computador pessoal, um compartimento de amostras da Ocean
Optics (CUV-ALL-UV 4-way); uma cuvette de quartzo de 1 cm com uma barra de agitacao
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magnética. O compartimento de amostras encontra-se sobre um agitador magnético. Os
espectros de absor¢do UV-Vis foram registados num espectrofotometro Jenway 6405 UV-Vis.

Foram utilizadas cuvetes padrdo de 10 mm em todos os testes.

2.2.2.6 Limite de detecdo, limite de quantificacéo, sensibilidade do método e pH

O limite de detecdo (DL), o limite de quantificacdo (QL) e a sensibilidade do sensor sdo os
parametros mais importantes a ter em conta na avaliagdo de um novo sensor para a comunidade
cientifica e, em Gltima analise, para o mercado. Estes parametros foram calculados utilizando
uma curva de calibracdo obtida a partir da parcela de intensidade de fluorescéncia maxima em

funcao do ferro(ll):

3,3aSD

DL = X Equacéo 2.2.2
10 a SD
QL = k Equacéo 2.2.3

onde SD é o desvio padrdo do branco e k a inclinagdo da curva de calibracdo [38].

Embora a fluoresceinamina mostre um comportamento polielectrdlito, a variacdo da sua
intensidade de fluorescéncia resultante da reacao de ionizacdo pode ser linearizada usando uma

equacdo do tipo Henderson-Hasselbalch que permite o célculo de um pK, aparente:

pH = pK, + nlog[(Inax — 1) + (I — Lpin)] Equagdo 2.2.4
onde Imax € Imin S80 respetivamente 0 maximo e o minimo da intensidade de fluorescéncia da

espécie de base acida ou conjugada e | a intensidade de fluorescéncia em funcgéo do pH.

2.2.2.7 Determinacéo de parametros de ligacéo

A capacidade de detecdo da RFL para o Fe(ll) pode ser mais explorada utilizando a constante
de ligacdo, o coeficiente de Hill's e a constante de dissociacdo. Estes parametros permitem
perceber melhor a forca de ligacdo e a estabilidade da ligac&o sensor-analito. As constantes de

ligagdo (Kb) podem ser obtidas através da equacdo modificada de Benesi-Hildebrand [39]:

11 1 1
Fx—Fo Foo— Fy Kp (Fo— Fp) [Fe(ID)]

Equacéo 2.2.5
onde Fo, Fx e F« s@0 a intensidade da fluorescéncia no zero, numa concentracdo intermédia e
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numa concentragdo para uma interacdo completa com Fe(ll), respetivamente; Ky € a constante

de ligacdo e [Fe(ll)] € a concentracdo da RFL.

A constante de dissociagao aparente (Kp) e o coeficiente de Hill (n) do sistema sensor-analito
podem ser estimados pelo grafico de Hill usando os dados da detecédo de fluorescéncia do Fe(ll)
[40]:

F

Equacdo 2.2.6

log (ﬁ) = log Ky + n log [Fe(I)], onde Q =

max

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Propriedades fluorescentes da FL e da RFL

A fluoresceina é um fluoréforo orgéanico que tem sido utilizado ha bastante tempo devido a sua
forte fluorescéncia. Até agora, tem sido assumido que a reacdo de derivacdo tem pouco ou
nenhum efeito sobre as propriedades indicadoras da molécula mae, desde que o anel de xanteno
permaneca insubstituido [41]. Neste trabalho, utilizamos uma molécula organica derivada, a
fluoresceinamina. Foi relatado anteriormente que quando na presenca de zinco sélido a FL é
rapidamente reduzida e forma um complexo nédo fluorescente [35], a fluoresceinamina reduzida
(RFL). O que observamos neste trabalho é que quando a solucdo de RFL é posta em contacto
com o Fe(ll), as caracteristicas fluorescentes da FL sdo rapidamente restauradas, como é
possivel ver na Figura 2.3. Esta reacdo reversivel é bastante interessante porque indica que a
deslocalizacdo eletronica do anel xanteno é restaurada quando se forma um complexo de FL-
Fe(Il). Normalmente, este ndo € o comportamento tipico de um fluoréforo em contacto com um
ido metalico. De facto, os centros de ifes metalicos sdo na maioria das vezes potentes
supressores de estados de excitacdo fluorescentes devido aos seus eletrdes ndo emparelhados

ou orbitais parcialmente preenchidas [7].
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Figura 2.3 - Esquema do comportamento de dete¢éo da fluorescéncia da RFL. Adaptado de [41].

Para explorar melhor o mecanismo de fluorescéncia deste fluor6foro organico outros metais
foram testados. Verificou-se que o Co(ll) e o Fe(lll) também produziram um complexo
fluorescente, Figura 5.4(a). No entanto, a intensidade de fluorescéncia obtida com a adicdo de
Fe(ll) a RFL é 93% e 95% superior a do Co(ll) e de Fe(lll), respetivamente. Além disso, em
todos os casos, houve uma mudanga no comprimento de onda de emissdo em direcdo ao azul.
Isto é uma indicacdo de que embora a deslocalizacdo eletrénica do anel xanteno tenha sido
restaurada em todos os casos, a energia LUMO do complexo aumentou do Fe(l11) para o Co(ll)
e isto refletiu-se na intensidade de emissdo que foi significativamente inferior a do complexo
FL-Fe(Il) [40]. Esta mudanca de emissdo é também uma boa forma de discriminar um possivel
interferente provocado pela presenca destas duas espécies na solugdo teste, por exemplo, 0
sensor de Fe(ll) descrito é altamente especifico e pode ser utilizado mesmo na presenga de um
interferente conhecido. Na figura 2.4(a) e tambeém possivel ver que, apesar da RFL em contacto
com o Fe(ll) ter um deslocamento de Stokes relativamente baixo (65 nm), tem uma boa
discriminagdo entre a excitacdo e a banda de emissdo. Este facto é altamente relevante,
particularmente quando se consideram aplica¢Oes de bioimagem, uma vez que ajuda a reduzir
os artefactos causados pelos efeitos de dispersdo da luz de excitagdo [42]. Outra caracteristica
interessante do sensor RFL é a sua fotoestabilidade. De facto, mesmo quando exposto a um

comprimento de onda de 450 nm durante 2 h, o efeito de photobleaching é quase insignificante
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(Figura 2.4(b)). Efetivamente, a maioria dos fluoréforos orgéanicos sdo bastante sensiveis a
exposicao a luz e s@o muitas vezes afetados pelo processo irreversivel de photobleaching que
limita o sinal de saida do fluordforo e a sua aplicabilidade pratica [43]. Além disso, a metade
da largura maxima (FWHM) é de 41 nm, o que permite a utilizacdo de marcacdo multicolorida,
normalmente utilizada em aplicagdes de bioimagem [44]. E também importante salientar que o
sensor RFL é completamente soltvel em &gua e, portanto, ndo requer um veiculo que assegure
a miscibilidade da agua. Esta caracteristica quimica da RFL é bastante apelativa, uma vez que
a maioria dos fluoréforos organicos que tém propriedades fotofisicas e/ou bioldgicas
interessantes adequadas a bioimagem, sdo altamente hidrofébicos [42]. Embora seja possivel
utilizar um veiculo solvente que seja miscivel com agua, por exemplo, o dimetilsulféxido
(DMSO) e depois diluir o fluor6foro num meio aquoso antes da sua aplicacéo, a percentagem
do volume final do veiculo é geralmente estritamente limitada. Por exemplo, ao utilizar DMSO
em experiéncias de cultura celular, a concentracdo ndo deve exceder 1% v/v, uma vez que

concentragOes mais elevadas sdo citotoxicas [44].
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Figura 2.4 - a) Emisséo de fluorescéncia da RFL em contacto com diferentes ides metalicos (Fe(ll), Fe(l11), Mn(ll), Cu(ll), Pb(ll), Cd(ll),
Ni(1), SrCl,, NaCl, K,SO,, citrato de sddio, acido citrico e Co(ll) usando um comprimento de onda de excitacdo de 450 nm e uma concentragéoL
de ides metalicos de 6. 70 x 102 M. b) Efeito de fotobleaching ao longo de 2 h da RFL, mediante a adi¢do de 200 uL de solugdo de reserva
de Fe(11) (5 mM)). c) Tempo necessario para variagdo de intensidade de fluorescéncia com o pH da solugdo, utilizando um comprimento de
'onda de excitagdo de 450 nm. d) Linearizacdo Henderson-Hasselbach do aumento da fluorescéncia obtida para a gama de pH 6,8-10 paral

um tempo de aquisicao de 10 s. Estes valores representam uma média de pelo menos trés medicdes independentes. Adaptado de [41].
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sensibilidade para o pH nesta gama. No entanto, quando a fluorescéncia foi medida apds algum
tempo ha uma pequena resposta (Figura 2.4(c)). Na gama de pH entre 6,7 e 10, a resposta da
fluorescéncia ao pH é instantanea e tem uma forma sigmoidal que pode ser linearizada
utilizando a abordagem de Henderson-Hasselbach. Como € possivel ver na figura 2.5(b), foi
encontrada uma tendéncia linear que permitiu a determinacéo de um pKa aparente de 7,9 + 0,1,
0 que é consistente com o valor determinado por Duong et al [45]. Esta sensibilidade global do
pH é relevante para fazer deste sensor um sensor versatil. De facto, é quase insensivel abaixo
do pH 6,8 e tem um comportamento linear na gama 6,8-10. Isto permite a sua utilizacdo em
sistemas bioldgicos sem ter de considerar o pH como um fator interferente. De facto, no pH
fisioldgico (7,4) o aumento da fluorescéncia é de apenas 10 %.
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Figura 2.5 - a) Gréfico de Benesi-Hildebrand para a RFL em contacto com quantidades crescentes de Fe(ll). b) Espectros de
emissao de fluorescéncia da FL, da RFL e do composto RFL-Fe(ll), usando um comprimento de onda de excitac&o de 450 nm.
¢) Gréfico de Hill para a RFL em contacto com quantidades crescentes de Fe(ll). Estes valores representam uma média de pelo
menos trés medicOes independentes. Adaptado de [41].
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Ao determinar a possibilidade de utilizar um fluor6foro na bioimagem, é também importante
determinar o seu rendimento quantico. O rendimento quantico de fluorescéncia (OF) pode ser
descrito como a relacdo entre o nimero de fotGes emitidos e 0 numero de fotes absorvidos e
reflete a eficiéncia com que um complexo emite luz. Um rendimento quéntico de fluorescéncia
de fluoréforo é altamente dependente do solvente em que € dissolvido. Uma vez que a RFL e a
FL sdo soluveis em agua, o OF foi determinado usando o sulfato de quinina como referéncia
(OF = 0,54). A RFL por si s6 ndo tem sinal de intensidade de fluorescéncia, como tal, a fim de
comparar os sinais obtidos da FL e do complexo RFL-Fe calculamos o ®F do complexo RFL-
Fe. Verificou-se que o ®F da FL ¢ do complexo RFL-Fe é 0,22 + 0,06 e 0,11 + 0,03,
respetivamente. Estes valores de rendimento quéantico sdo competitivos com os fluoréforos
organicos comuns e comercialmente disponiveis que emitem na gama espectral verde-amarelo.
Por exemplo, o NBD (4-nitrobenzeno-2-oxa-1,3-diazol) e seus derivados podem ser utilizados
para a detecdo de metais em células [46] e como marcadores lipidicos [47] com um ®F = 0,3
[43]. No entanto, e apesar de serem descritos como estaveis em agua, ainda requerem a adi¢cdo
de tetrahidrofurano como veiculo solvente. Outra familia interessante de fluor6foros organicos
sdo os derivados do naftaleno. Este grupo de sensores inclui o amarelo Lucifer que é conhecido

pelas suas aplicagdes in vivo com um ®F de 0,27 na agua [48].

2.3.2 Mecanismo de ligacdo do Fe(ll) a RFL

Com o objetivo de compreender melhor o mecanismo de ligagdo entre a RFL e o Fe(ll),
calculou-se a constante de ligagdo através do modelo de Benesi-Hildebrand (Figura 2.5(a)).
Este modelo fornece uma ideia sobre qual a estequiometria de reacdo. De acordo com os dados
obtidos, a constante de ligacdo é de 85 + 7 M com um R2 de 0,9982. Esta tendéncia linear é
uma indicacdo de uma estequiometria 1:1 [49]. De facto, ao contrario do sensor para o Zn(ll)
descrito por Johnson et al. [49], o Fe(ll) forma um complexo com a RFL usando carboxilico e
amina. A deslocalizacao de eletrdes assim obtida é responsavel pelo aumento da intensidade de
fluorescéncia devido a formacdo do complexo e ao desvio maximo de emissdo de 6 nm para o

azul quando comparado com a FL (Figura 2.5(b)).

Informacé&o adicional sobre 0 mecanismo de interacdo entre a RFL e o Fe(ll) pode ser obtida
utilizando a equacdo de Hill. De facto, a ligagdo de um analito a uma macromolécula, pode ser
reforcada pela presenca de outros ligandos que ja interagem com a macromolécula, o que é
conhecido como ligacdo cooperativa positiva. O coeficiente do Hill (constante de dissociacao)
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fornece uma forma de quantificar o grau de interacdo entre o ligante e os sitios de ligacao da
macromolécula [49]. De acordo com o grafico (Figura 2.5(c)) foi encontrada uma constante de
dissociacdo de 2,35 x 10°. Esta ordem de grandeza é uma indicacdo de que o complexo
fluorescente formado entre a RFL e o Fe(ll) é muito estavel. Além disso, 0 numero de Hill
obtido é superior a um (n = 2,1 + 0,1). Este valor confirma que a interacdo entre a RFL e o
Fe(ll) é regida por uma cooperagao positiva (n > 1), o0 que esta de acordo com as conclusdes

obtidas a partir do modelo de Benesi-Hildebrand para uma estequiometria 1:1 [49,50].

2.3.3 Efeito dos i6es metalicos na fluorescéncia da RFL

A FL é uma molécula fluorescente relativamente barata que quando em contacto com o zinco
em pd perde o seu perfil de fluorescéncia, produzindo um complexo ndo emissor: a RFL. Esta
perda de fluorescéncia e o aparecimento de um complexo ndo emissor normalmente nao é bom.
No entanto, neste caso particular, abriu caminho para o desenvolvimento de um novo sensor
para o Fe(ll). Esta espécie de metal é particularmente relevante no ser humano devido a sua
abundancia e relevancia bioldgica. De facto, o ferro participa em numerosas reacoes bioldgicas
chave e a necessidade de acompanhar a sua presenga e concentracdo no mecanismo biol6gico
criou a necessidade de um sensor especifico para o Fe(ll). Esta ndo é uma tarefa facil, uma vez
que o Fe(ll) oxida rapidamente ao Fe(lll) e, portanto, o Fe(lll) é uma espécie interferente
comum no desenvolvimento de um sensor analitico especifico para o Fe(ll). A RFL atua como
um sensor fluorescente de ativacdo para o Fe(ll), uma vez que forma um complexo de
fluorescéncia estavel: o RFL-Fe(Il). Como é possivel ver pela andlise da figura 2.6, a
intensidade de fluorescéncia aumenta com a concentracdo de Fe(ll). De facto, foi encontrada
uma tendéncia linear entre estes dois parametros com um R2 de 0,9995, e uma inclinacdo de
4,78 x 10° M. De acordo com estes dados foi possivel determinar o DL [21,6 + 0,1 uM], 0 QL
[65,6 0,1 uM] e a sensibilidade [48 + 3 (x 107) uM] do sistema de detegdo. Estes valores sio
bastante interessantes e competitivos. Além disso, o nivel de ferro no soro humano para 0s
homens varia de 14 a 32 uM e de 11 a 29 uM para as mulheres [51], tornando possivel a

utilizacdo do sensor RFL para fins de detecéo.
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Figura 2.6 - Variagdo da intensidade de fluorescéncia da RFL em contacto com Fe(ll) numa gama de concentragéo de
3,30 x 10°° - 6,70 x 10> M e um comprimento de onda de excitacio de 450 nm. Estes valores representam uma média de
pelo menos trés medi¢des independentes. Adaptado de [41].

Para determinar possiveis interferentes, foram testados varios ides metalicos e verificou-se que
o Co(ll) e o Fe(l11) também reagem com a FL (Figura 5.4(a)). O Co(Il) é um interferente comum
na detecdo de Fe(ll). Contudo, quando consideramos os mamiferos € necessario ter em conta
que o Co(ll) esta presente sob a forma de cobalamina (vitamina B12) e que o ido cobalto nesta
forma esta fortemente ligado e normalmente ndo é um interferente relevante. No entanto, o
aumento da fluorescéncia é significativamente inferior ao observado para o Fe(ll) e ha um
desvio maximo do comprimento de onda de emissdo para o azul de 68 nm. Este desvio é
suficiente para desenvolver um sistema ratiométrico, se se considerar necessario. No caso do

Fe(I1l), o aumento € ainda mais baixo e quase insignificante.

2.4 Conclusodes

Neste trabalho, foi desenvolvido um sensor especifico para o Fe(ll), baseado no fluoroforo
organico fluoresceinamina reduzida (RFL). Este sensor foi testado para outros analitos que
normalmente atuam em meios bioldgicos e foi determinado que apenas respondia ao Co(ll). No
entanto, mesmo na concentragdo maxima de ides, 6,70 x 102 M, o sinal de fluorescéncia desta
interferéncia é apenas 7% quando comparado com o Fe(Il) nas mesmas condigdes. Além disso,
esta interferéncia ¢ facilmente acompanhada uma vez que tem um desvio de emissdo de 68 nm

para a gama azul. As propriedades de fluorescéncia deste sensor sdo bastante apelativas para
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aplicacdes de bioimagem. De facto, tem uma fotoestabilidade elevada que é comparavel a
alguns corantes comerciais e superior a maioria € um rendimento quéntico de 0,11 + 0,03
usando sulfato de quinina como fluoréforo de comparagdo (®F = 0,54). Esta estabilidade e
especificidade do sensor necessitava de ser mais explorada. Por isso, foi determinado que o
mecanismo de ligacdo entre a RFL e o Fe(ll)tem uma estequiometria 1:1, ou seja, o Fe(ll)
interage com uma molécula de RFL usando dois sitios de ligacéo. Esta estequiometria foi ainda
confirmada pelo grafico de Hill onde o nimero de Hill obtido, n = 2,1 £ 0,1, fornece mais
provas do cooperativismo positivo que existe neste tipo de estequiometria 1:1. A
fotoestabilidade deste sensor também pode ser explicada pela elevada constante de dissociagdo
(Kq) de 2,35 x 10° que confirma a estabilidade do complexo RFL-Fe(ll). Este sensor apresenta-
se como um bom candidato para a detecdo do Fe(ll), o que permitira um melhor conhecimento

da localizacao e efeito bioldgico deste metal.
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