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Resumo

Nanoparticulas de carbono foram descobertas em 1985 e ao longo dos anos diversas
classes delas foram sintetizadas, como é o caso dos carbon dots (Cdots), que séo
nanoparticulas esféricas ou quase esféricas com notaveis caracteristicas fisicas e
quimicas, como alta luminescéncia, biocompatibilidade, hidrofilicidade e baixa
toxicidade. Todas essas caracteristicas tornaram possivel a aplicacdo de Cdots em
diversas areas, como de bioimageamento, drug delivery e bioestimulantes. Este trabalho
teve como objetivo sintetizar um Cdot a partir de uma sintese simples e de baixo custo,
utilizando matérias-primas renovaveis, com potencial para desenvolvimento de ativos
agricolas que gerem efeitos positivos em plantas. Dentre os Cdots sintetizados, a A50 se
destacou devido ao seu desempenho superior quando aplicada em plantas de milho,
promovendo aumentos significativos no teor de macro e micronutrientes das folhas. A
caracterizacdo da nanoparticula foi realizada através de analises de UV-Vis,
fluorescéncia, FTIR, TOC, TN, além de analises de luminescéncia ao longo de sua
sintese. Para facilitar a determinacdo de sua concentracdo, pensando em um futuro
escalonamento e controle de qualidade de um produto comercial, foi desenvolvida uma
curva que correlaciona a concentracdo com a densidade. Foram conduzidos estudos de
interacdo com céations de nutrientes cruciais para as plantas, utilizando o efeito de
quenching (atenuacdo) de sua luminescéncia. Adicionalmente, analises de XPS e TPD
foram realizadas para compreender a composicdo da superficie da A50. Testes com
microalgas demonstraram resultados positivos de sua aplicacdo, incluindo aumento na
taxa de crescimento, concentracdo de biomassa, aminoacidos e proteinas, apesar da
reducdo de pigmentos e concentracdo de amido. Os resultados indicam que a A50 é
promissora para testes em campo, visando o desenvolvimento de um novo produto

agricola a partir de nanoparticulas de carbono.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Nanoparticula de carbono; Carbon Dot (Cdot);

Nanobioestimulante; Arbolina®.



Abstract

Carbon nanoparticles were discovered in 1985, and over the years, various classes of
them have been synthesized, such as carbon dots (Cdots), which are spherical or quasi
spherical nanoparticles with remarkable physical and chemical characteristics, such as
high luminescence, biocompatibility, hydrophilicity, and low toxicity. All these
characteristics have made it possible to apply Cdots in various fields, such as
bioimaging, drug delivery and biostimulants. This work aimed to synthesize a Cdot,
through a simple and low-cost synthesis, using renewable raw materials, with the
potential to develop agricultural products that generate positive effects in plants. Among
the synthesized Cdots, A50 stood out due to its superior performance when applied to
corn plants, promoting significant increases in the content of macro and micronutrients
in the leaves. The nanoparticle characterization was performed through UV-Vis,
fluorescence, FTIR, TOC, TN analyses, as well as luminescence analyses throughout its
synthesis. To facilitate the determination of its concentration, thinking about future
scaling and quality control of a commercial product, a curve correlating concentration
with density was developed. Studies of interaction with cations of crucial nutrients for
plants were conducted, using the quenching effect on their luminescence. Additionally,
XPS and TPD analyses were performed to understand the surface composition of A50.
Tests with microalgae showed positive results from its application, including increased
growth rate, biomass concentration, amino acids and proteins, despite the reduction in
pigments and starch concentration. The results indicate that A50 is promising for field
testing aiming at the development of a new agricultural product based on carbon

nanoparticles.

Keywords:  Nanotechnology; Carbon nanoparticles; Carbon Dot (Cdot);

Nanobiostimulant; Arbolina®.
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Introducéo

1. Introducéo

1.1. Nanoparticulas de Carbono

Nanoparticulas sdo materiais cujo tamanho est& na escala de 1 a 100 nm em pelo menos
uma das dimensdes.! Em 1985, Smalley e seu grupo fizeram a descoberta do
buckminsterfulereno, ou fulereno [Ceo], @ primeira nanoparticula de carbono reportada
na literatura. O fulereno Ceo € uma nanomolécula extremamente estdvel com 1 nm de
didmetro composta por 60 carbonos, com estrutura de um icosaedro truncado néo
regular de 32 faces, sendo elas 20 hexagonos e 12 pentagonos, com 30 ligagcdes C-C em
seus vertices (Figura 1). Ele foi formado em sua descoberta a partir da vaporizacdo de
grafite com irradiacdo de laser.2* A partir do fulereno outras nanoparticulas de carbono
similares foram descobertas, gerando a classe dos fulerenos, que sdo nanomoléculas
esféricas estaveis constituidas unicamente por atomos de carbono.® Os fulerenos
possuem propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas notaveis, os tornando objeto de
grande interesse e ampla aplicacdo na eletrbnica, energia renovavel, em biossensores e

na medicina.*

Figura 1. Modelo 2D do fulereno [Cgo]. Autoria propria.

Logo depois dos fulereno, foram descobertas outras duas classes de
nanomateriais de carbono, os nanotubos de carbono e os grafenos.* Os nanotubos de
carbono foram descobertos em 1991, sendo formados a partir do método de descarga
por arco com eletrodos de grafite.® S&o tubos de didmetro nanométrico formados por
uma ou multiplas paredes (ou camadas) de carbonos sp?, que se classificam como
nanomateriais de carbono unidimensionais, ja que se estendem além do nano em apenas

uma dimens&o (Figura 2).*
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Figura 2. Modelo 3D e 2D de um nanotubo de carbono de parede Gnica. Retirado com permissao da
referéncia 6 (Anexo 1).

J& os grafenos foram descobertos em 2004 na tentativa de criar transistores
metalicos em escala nanométrica. Foram produzidos a partir da esfoliacdo mecanica de
grafite pirolitico, e se tratam de um nanomaterial de carbono bidimensional, uma Unica
camada de 4tomos de carbono agrupada em uma estrutura de anel benzeno (Figura 3),’

com propriedades mecanicas, quimicas, elétricas e Opticas Unicas.*

Figura 3. Estrutura dos grafenos. Autoria prépria.

Essas nanoparticulas se destacam por serem altamente estaveis, possuirem boa
condutividade elétrica e térmica, excelentes propriedades mecénicas e alta
compatibilidade bioldgica de baixa toxicidade. Ao longo dos anos, suas respectivas
sinteses foram aprimoradas e devido a suas similaridades essas nanoparticulas podem
ser sintetizadas uma a partir da outra, como no caso do grafeno que pode ser gerado a
partir da “abertura” de nanotubos e nanotubos podem ser formados enrolando folhas de

grafeno.®
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1.2. Carbon Dots (Cdots)

O método de sintese de nanotubos de carbono por descarga por arco produz um produto
extremamente impuro e seu processo de purificacdo é complexo. Em 2004, ao tentar
purifica-los através de eletroforese, dois outros nanomateriais foram descobertos, sendo
um deles um material tubular curto e irregular, e 0 outro um material extremamente
fluorescente que viria a ser conhecido como Carbon Dot (Cdot).*° De acordo com suas
caracteristicas estruturais, os Cdots sdo classificados como carbon nanodots (CNDs),
carbon quantum dots (CQDs) e graphene quantum dots (GQDs) (Figura 4).1

GQDs CQDs CNDs

Figura 4. Estruturas dos GDCs, CQDs e CNDs. Retirado com permissdo da referéncia 12 (Anexo 2)

Os CNDs sdo amorfos, quase esféricos e no possuem confinamento quéntico®®
(fendémeno fisico que ocorre particulas confinadas em espagos com dimens@es na ordem
de nanémetros, alterando suas propriedades fisicas e eletronicas)!4, que também sio
chamados de carbon nanoclusters ou polymer dots. Os CQDs sdo esféricos, com
estrutura cristalina e possuem confinamento quantico. Ja os GQDs também possuem
estrutura cristalina e confinamento quéntico, mas ndo séo esféricos, e sim formados por

uma Unica camada r-conjugada.™

A sintese de Cdots pode ser realizada a partir de diferentes metodologias, como
hidrotermal, solvotérmica, eletroquimica, descarga por arco, ablacdo por laser, feixe de
elétrons e pirolise. A maioria dos métodos requer diversas etapas, reagentes de alto

custo e tratamentos pos sintese. Por isso, métodos como o hidrotermal se sobressaem
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por serem realizados em menos etapas e utilizarem reagentes de baixo custo e de baixa
ou nenhuma toxicidade, apesar de necessitarem de aquecimento e um grande tempo de
reagd0.® Por conta disso, métodos de sintese sustentaveis e de acordo com os principios
da quimica verde se mostram importantes para aprimorar a producdo desses
nanomateriais. Utilizando materiais de partida renovaveis e atdxicos combinados a
técnicas com baixo custo que geram produtos com alto rendimento quéntico e
solubilidade em agua, a sintese de “Cdots verdes” se torna um excelente objeto de

estudo no ramo dos nanomateriais.®

A sintese de Cdots é dividida em duas categorias de mecanismos, que s&o top-
down e botton-up (Esquema 1). O método top-down consiste em quebrar e fragmentar
materiais de carbono maiores ou de formato laminar, como grafite, carboidratos,
carbonos amorfos, fibras de carbono, nanotubos ou fulerenos. Essa fragmentacdo pode
ocorrer por métodos quimicos (eletroquimica, acidos fortes ou agentes oxidantes) ou
fisicos (hidrotermal ou solvotérmico) para quebrar as ligacfes entre os atomos de
carbono da matéria-prima.t>%17 Sinteses top-down costumam ser mais complexas e
longas, apesar da alta pureza de seu produto,!’ e ndo é comum serem utilizadas em

metodologias sustentaveis e “verdes” por conta de sua limitagio de matéria-prima.8

O método bottom-up possui 0 mecanismo contrario, que consiste na
carbonizacdo ou pirdlise de moléculas pequenas de matéria-prima, que passam por
estagios de condensagdo, polimerizagdo, carbonizacgdo e passivacio!®®1” (isolamento
do Cdot de impurezas através da formacdo de uma fina camada protetora).'® A matéria-
prima mais comum nessa sintese é a mistura de &cido citrico e uma molécula
nitrogenada, que ao sofrerem pirdlise por micro-ondas ou autoclave geram Cdots
altamente sollveis em agua e fluorescentes.'® A sintese bottom-up, diferente da top-
down, possui uma variedade de matérias-primas extremamente vasta, utilizando
derivados de frutas como suco de laranja®® e de banana®, vegetais como repolho??,
derivados de animais como o leite®, derivados humanos como fibras de cabelo? e

muitos outros.®
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Esquema 1. Exemplificacdo da sintese de Cdots pelo mecanismo top-down e bottom-up. Esquema de
autoria propria, baseado na referéncia 25.

Uma caracteristica importante dos Cdots é sua fotoluminescéncia (Figura 5),
cujo mecanismo ainda é amplamente debatido. No entanto, ha teorias consistentes que
propdem trés possiveis mecanismos para explica-la (Esquema 2). O principal deles se
trata da emissdo por transicio HOMO-LUMO, na qual, ao absorver energia, um
elétron do HOMO seria excitado para o LUMO e, ao retornar ao HOMO, emitiria
fotons de energia equivalente a energia absorvida.?® No caso de Cdots, como as CQDs,

por serem particulas com tamanhos menores do que o raio de Bohr, apresentam
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caracteristicas relacionadas ao efeito de confinamento quéntico. Entdo, ao absorverem
um féton com energia superior a energia de seu bandgap (diferenca energética entre a
banda de condugdo e a banda de valéncia), um elétron da banda de valéncia se desloca
para a banda de conducdo e, ao se recombinar com a banda de valéncia, emite um
foton.?” Essa emissdo depende do tamanho da particula, o que resulta em espectros
heterogéneos por conta da distribuicdo de tamanhos da particula. Outra caracteristica é a
independéncia da excitacdo, j& que independentemente do comprimento de onda de

excitacdo, seu comprimento de onda de maxima emissdo se mantém inalterado.*

Figura 5. Fluorescéncia gerada por Cdots dispersos em agua a partir da incidéncia de luz UV de 366 nm
Autoria propria.

Outro mecanismo de luminescéncia aceito acontece a partir da presenca de traps
(armadilhas) no bandgap, por conta da presenga de grupos funcionais na superficie do
Cdot, impurezas ou até moléculas adsorvidas. Esses traps fariam com que os elétrons
excitados para a banda de conducéo se recombinassem com eles antes de retornarem a
banda de valéncia e emitirem o féton, fazendo com que sua energia de emissdo seja
menor. Por conta desse efeito, Cdots poderiam ter sua emisséo dependente da excitacao,

fazendo com que diferentes comprimentos de onda de excitagcdo variem o comprimento
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de onda de emissdo, além da emissdo ndo sO depender do tamanho da particula, mas

também dos grupos funcionais de sua superficie.'t

O terceiro principal mecanismo de luminescéncia se trata da emissdo originada
de fluordforos presentes nos grupos funcionais da superficie do Cdot, presentes tanto

em Cdots com confinamento quantico, quanto nos que ndo o possuem.!!
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Esquema 2. Mecanismos de emissdo das Cdots. Esquema de autoria prépria, baseado na referéncia 11.

A maioria dos Cdots possui 6tima dispersdao em agua, por conta da presenca de
grupos funcionais com oxigénio em sua superficie, o que facilita o preparo de
suspencoes e a aplicacdo de Cdots em meios aquosos. Apesar disso é possivel produzir
Cdots hidrofébicos utilizando matérias-primas com propriedades hidrofobicas. Possuem
sinais de absor¢do na regido do UV, com uma cauda que se estende até a regido do

visivel.28

Dentro da é&rea de biossensores e bioimageamento, os Cdots com alta
luminescéncia e biocompatibilidade passaram a ser alvo de estudos e possuem
crescentes aplicacdes.?® Se destacam por possuirem longa vida (til, alta estabilidade e
baixa toxicidade, diferente de muitos materiais fluorescentes tradicionais.? Uma de
suas aplicacdes é na deteccdo de Hg?* e tidis bioldgicos, ja que o Hg?* se coordena com
Cdots, reestruturando seus elétrons e vacancias, produzindo assim um efeito de
quenching (atenuacdo da intensidade de emissdo de fluorescéncia) de sua
luminescéncia, enquanto os ti6is se coordenam muito fortemente com o Hg?*,
“desconectando-0” do Cdot, que passa a fluorescer novamente. Por conta de seu
tamanho e propriedades, Cdots sdo capazes de atravessar a membrana plasmatica de

células e entdo podem ser utilizadas para imageamento, inclusive para reconhecimento



Introducéo

de células de cancer.®® Outro uso interessante de Cdots é para rastrear Cu?* no cérebro
de ratos, a partir de uma engenharia de superficie focada para a cria¢do de um Cdot que
fosse seletivo para interagdo com Cu?*, demonstrando a versatilidade dos Cdots ao se

modificar sua superficie para diferentes aplicacdes.®!

A interacdo de Cdots de forma seletiva também demonstra grande potencial no
campo de drug delivery, sendo capaz de aumentar a capacidade de fArmacos penetrarem
em ceélulas alvo. Existem, na literatura, estudos de aplicacdo com antibidticos contra
fungos, bactérias e virus,® e até em tratamentos de céncer cerebral, aprimorando o

tratamento com certos medicamentos.®?

Além de penetrarem em células humanas ou de animais, os Cdots também
podem desenvolver esse papel em células vegetais, abrindo ainda mais o espectro de
suas aplicacdes. A engenharia de superficie de Cdots torna promissora também a sua

aplicacdo como bioestimulantes dentro da agricultura.

1.3. Bioestimulantes vegetais

De acordo com o European Biostimulant Industry Council, um bioestimulante vegetal é
um produto com substancias e/ou micro-organismos que, quando aplicados em plantas
ou na rizosfera (regido de contato entre as raizes da planta e o solo), estimula processos
naturais, melhorando a absorcao e a eficiéncia de nutrientes, aumentando a tolerancia ao
estresse e, dessa forma, a qualidade da colheita.3* O termo bioestimulante ndo é
contemplado pela legislacdo brasileira, entdo produtos que se encaixam na categoria sdo
classificados como biofertilizantes, de acordo com o Decreto n°. 4.954/2004, contanto

que tenha um principio ativo ou agente organico isento de substancias agrotoxicas.®

A antiga abordagem utilizada na pesquisa e na agricultura era simplesmente de
aumentar a produtividade da colheita, sem dar atencao para a qualidade da produgéo ou
para qualquer tipo de impacto ambiental, utilizando quantidades excessivas de
fertilizantes e pesticidas. Esse tipo de pratica pode ndo s6 impactar negativamente no
cultivo, mas também no ambiente, contaminando o solo e suas redondezas.*® Nos
ultimos anos, isso tem mudado, com pesquisas dando atencdo para a qualidade da
producdo e para um sistema de cultivo mais sustentavel, diminuindo o uso e/ou

encontrando solucBes alternativas para ativos agricolas que possam trazer impactos
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negativos para o campo, fazendo com que bioestimulantes vegetais se tornem um

importante alvo de estudos dentro do mercado agricola.®

Dentre os principais bioestimulantes vegetais desenvolvidos, estdo 0s
hidrolisados de proteinas, extratos de algas, substancias himicas, materiais pirogénicos
(composto de carbono orgénico criado a partir do aquecimento de biomassa a altas
temperaturas com nenhuma ou baixa concentracdo de oxigénio, também conhecido
como biochar),®” rizobactérias e micorriza.%® Hidrolisados de proteinas sdo misturas
contendo polipeptidios, oligopeptideos e aminoacidos, sintetizados a partir da hidrolise
parcial de proteinas utilizando acidos, bases ou enzimas.®® Eles atuam aumentando
atividade hormonal, absor¢édo de nutrientes e metabolismo de carbono e nitrogénio. S&o
capazes de melhorar a adaptacédo de estresse das plantas, regulando a expressao de genes
responsaveis pelo transporte de nutrientes na planta, por sinalizar e metabolizar espécies
oxigenadas, sinalizar patdgenos para ativar defesas, além de acfes antioxidantes e

reguladoras de crescimento.®

Os extratos de alga s&o utilizados, por exemplo, em viticultura (producéo de
uva), para estimular o crescimento vegetativo e radicular, e aumentar a vitalidade das
plantas através da modulacdo de processos quimicos importantes para o crescimento e
reproducdo, assim aumentando a produtividade e qualidade do fruto em situacdes com
ou sem estresse.®®4% As substincias himicas, que podem ser utilizadas na forma de
acidos himicos ou acidos fulvicos, sdo capazes de ativar a membrana plasmatica H*-
ATPase e alterar o metabolismo primario e secundario, promovendo o aumento da
absorcédo de nutrientes, crescimento de raizes e taxa de fotossintese, além da diminuicédo

de estresse oriundo de salinidade, seca e/ou intoxicacdo metalica.®

Apesar de seus inumeros beneficios, 0s bioestimulantes comuns possuem
limitacBes, como seu curto periodo de atuacdo, a possiblidade de polui¢do do solo e
ambientes proximos a depender de sua composicdo e forma de uso, e o fato de que é
verdadeiramente efetivo apenas em condi¢Ges de estresse da planta, sendo pouco

impactantes em condicdes ideais.*4?

Neste cenario, a utilizagdo de nanomateriais no desenvolvimento de novos
bioestimulantes é capaz de ampliar a contribuicdo para solucionar os problemas da

agricultura sustentavel com produtos mais eficientes e com menor impacto ambiental.*!
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1.4. Ativo agricola brasileiro produzido a partir de Cdots

Desde 2011, pesquisadores da Universidade de Brasilia (UnB) realizam estudos na
engenharia de superficie de Cdots. Nanoparticulas sintetizadas a partir de esterco de
vaca foram aplicadas no imageamento de células de cancer de mama, na deteccdo de
glicose e como potencial agente de imunoterapia para melanoma.**** Cdots também
foram sintetizados a partir de residuos da industria cervejeira, onde diferentes
metodologias de sintese foram estudadas, além da influéncia do pH e da temperatura em
suas propriedades Opticas, culminando na aplicacdo no imageamento de células de

cancer de mama, com marcacéo do citoplasma e ntcleo.*

Ao realizar experimentos com Cdots aplicadas na agricultura, com o objetivo de
aumentar a performance de plantas, em 2019, uma das Cdots desenvolvidas pelo grupo
foi comercializada a partir da fundacdo da empresa Krilltech Nanotecnologia Agro. A
empresa em parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)
e a UnB, langou no mercado o seu primeiro produto, o nanofertilizante Arbolina®
(Figura 6).4¢

Figura 6. Produto comercial Arbolina® envasado e rotulado, comercializado pelas empresas Krilltech
Nanotecnologia Agro e Casa Bugre. Retirado com permissao da referéncia 47.

A Arbolina®, de acordo com a legislacdo brasileira, ¢ um biofertilizante
composto por Cdots dispersos em &gua, que ao ser aplicado de maneira foliar nas
plantas resulta em melhorias fisiologicas que geram diversos efeitos positivos para a
agricultura, como aumento de teor de clorofila, aumento de tolerdncia a estresse
climético e hidrico, aumento de absor¢cdo de macro e micronutrientes, ativacao de ciclos
enzimaticos e rotas metabolicas. Todos esses efeitos resultam no aumento de

produtividade e na melhora da qualidade da producdo em diversas culturas ja testadas,
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como soja, tomate, feijdo, trigo, morango e hortalicas. Além dos beneficios a planta, a

Arbolina® se destaca por ser atoxica, biodegradavel e ndo bioacumulativa.

Em um estudo de 2023, realizado na Universidade de Brasilia, testando
diferentes concentragdes de Arbolina® no cultivo de alface (Figura 7) pela técnica de
hidroponia (cultivo de plantas direto em uma solugdo nutritiva ao invés do solo),*® os
resultados da aplicacdo da Arbolina® em relagio ao controle demonstraram melhorias
em diversos parametros. Entre eles estdo: aumento de 43% de massa foliar seca,
aumento de 30% na massa radicular seca e aumento de 21% no nimero de folhas, com

uma concentracéo de apenas 71,93 mg L da nanoparticula.*®

Figura 7. Alface crespa cultivada por hidroponia em casa de vegetacdo. Retirado com permisséo da
referéncia 46

Em 2024, um artigo foi publicado na revista Caatinga testando diferentes doses
de Arbolina® com diferentes aplicacdes e tipos de irrigagdo em meloeiro amarelo. O
método de aplicacdo por pulverizagdo foliar foi 0 que apresentou os melhores resultados
junto a irrigacdo de 100% da evapotranspiracdo da cultura. A aplicacdo de Arbolina®
resultou no aumento de concentragdo de clorofila A e B, uma diminui¢do na
concentracdo de amido (devido a producdo de novos agucares para melhor
desenvolvimento do fruto) e um aumento de mais de 70% na produtividade com uma

dose de 0,446 L hal#

Dentro desse cenario, produtos agricolas baseados em nanotecnologia de
carbono, como a Arbolina®, representam uma excelente alternativa para evolugio da

agricultura. No entanto, a aplicacdo comercial de Cdots na agricultura ainda esta em
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seus primeiros passos. Para que a inddstria evolua, devem surgir novos produtos
baseados nessa tecnologia, os quais ndo apenas melhorardo os resultados, mas também
reduzirdo os custos e facilitardo a producdo em larga escala, que tem sido um dos

grandes gargalos da nanotecnologia de carbono.

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais:

Desenvolver uma nanoparticula de carbono para uso agricola utilizando uma sintese
eficiente, que tenha baixa toxicidade e alto rendimento, com capacidade de produgdo em

escala industrial.

2.2. Objetivos especificos:

e Sintetizar um Cdot com reagentes renovaveis;
e Caracterizar o Cdot através de analises espectroscopicas e de imageamento.
(UV-Vis, FTIR, fluorescéncia, XPS e HRTEM));

e Quantificar o Cdot por densidade;
e Auvaliar o efeito do Cdot no cultivo de plantas;

e Comparar caracteristicas e resultados com o produto Arbolina®.
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3. Materiais e métodos

3.1. Sintese dos prototipos

A sintese das nanoparticulas foi realizada em béqueres de 250 mL, aos quais foram
adicionados agua destilada, ureia, acido citrico e sacarose em diferentes proporcdes. As
reacOes foram conduzidas por meio de aquecimento em chapa aquecedora, sob
diferentes temperaturas. Ao término das reacdes, a densidade dos produtos foi medida
utilizando um picnémetro, e entdo adicionou-se dgua destilada para ajustar a densidade
para 1,19 g mL*. Para avaliar a formagio do Cdot, uma pequena aliquota dos produtos
foi diluida em agua destilada e submetida a luz UV de 366 nm para detectar a presenca

de fluorescéncia. Dois prototipos foram selecionados e denominados A30 e A50.

3.2. Espectroscopia de absor¢do no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros de absor¢cdo no UV-Vis foram obtidos utilizando um espectrometro de
absorcdo da marca Varian, modelo Cary 5000. As medidas de absorcéo foram realizadas

na faixa de 200 a 800 nm, com amostras diluidas 10.000 vezes.

3.3. Célculo de estimativa de Band Gap a partir do espectro de UV-Vis

O calculo estimativo do band gap foi realizado a partir do espectro de absor¢édo no UV-
Vis, utilizando o método de Tauc. Inicialmente, procedeu-se conversao do comprimento

de onda para energia do foton utilizando a equagéo 1.

E =7 1)

Onde:

E = energia do féton (eV)

h = constante de Plank (J s)
¢ = velocidade da luz (m s™)

A = comprimento de onda (nm)
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Depois disso, foi preciso calcular o coeficiente de absor¢do o através da equagao

2.
a=2302+A 2
Onde:
o = coeficiente de absorgdo (cm™)
A = absorbéancia
Depois de calcular E e o, ¢ necessario plotar um grafico de (ahv)" versus hv,
onde:

hv=E
n = 2 (transicao direta permitida)

n= % (transicdo direta ndo permitida)
n= % (transicdo indireta permitida)

n= g (transicdo indireta ndo permitida)

Quando a transicdo da absorcdo é desconhecida, € necessario plotar todos 0s
gréaficos e identificar aquele que apresenta maior linearidade. Durante a plotagem, deve-
se realizar a extrapolacéo das regides da cauda exponencial e determinar a energia E no

ponto de interseccdo.

3.4. Cultivo e aplicacéo de prototipos em milho

Sementes de milho hibrido BM3051 foram colocadas para germinar em caixas gerbox,
em papel filtro umedecido com agua destilada e mantidas no escuro por trés dias. Apos
a germinacdo, 30 sementes que apresentavam germinacdo avancada e uniformidade
foram selecionadas. Estas sementes foram plantadas em vasos de 500 mL contendo
areia, que havia sido previamente lavada com HCI. Para fornecer nutrientes, 30 mL da

solugéo nutritiva de Hoagland foram aplicados em cada vaso. Durante o experimento,



15

Materiais e métodos

que teve duracao de trés semanas, as plantas foram mantidas em uma incubadora BOD
configurada para 26 °C durante o dia e 22 °C a noite, com um fotoperiodo de 12 horas.
A aplicacdo diaria de 30 mL da solucdo de Hoagland foi realizada, e os vasos de plantas
tiveram sua disposicdo dentro da BOD variada para equalizar as condi¢des durante o

crescimento.

Apols uma semana de experimento, as plantas foram divididas em trés grupos de
10, sendo um para aplicacdo de A30, outro para A50 e um grupo controle. A aplicacdo
foliar das nanoparticulas foi realizada utilizando um spray. Para ambas as
nanoparticulas, a dose aplicada foi de 2 mg por planta. Uma segunda aplicacdo foi
realizada na segunda semana. O experimento foi concluido apds trés semanas, quando
todas as plantas foram coletadas e pesadas, separadamente avaliando a massa da planta
inteira, da parte radicular e foliar. Posteriormente, as plantas foram colocadas em uma

estufa a 50 °C por 24 horas para determinacdo das massas secas.

3.5. Andlise de nutrientes nas folhas

As folhas saudaveis de cada grupo foram extraidas, trituradas e maceradas.
Aproximadamente 50 mg de folhas de cada grupo foram pesadas e digeridas utilizando
1,2 mL de solucdo piranha (solucdo composta por trés partes de acido sulfdrico e uma
parte de perdxido de hidrogénio) para eliminar toda a matéria organica. As solucdes
resultantes foram diluidas em agua destilada e analisadas utilizando um espectrémetro
de emisséo atdmica de plasma acoplado com micro-ondas (MP-AES) modelo Agilent
4200. Essa analise possibilitou a determinacdo das concentracBes de fésforo, potassio,
calcio, magnésio, ferro, manganés, zinco e boro, permitindo a comparacdo dos

nutrientes entre os grupos.

3.6. Curva de Densidade

Para a curva de densidade, a nanoparticula foi seca em estufa e sob ultravacuo.
Posteriormente, foram preparadas soluges de 300, 350, 400, 450 e 500 g mL™? de
nanoparticula, as quais foram submetidas a medi¢do em um densimetro de bancada da

marca Anton Paar, modelo DMA 4500 M. Os resultados de densidade foram plotados
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em um gréafico de concentracdo versus densidade utilizando o software OriginPro 8.5,

para determinar a equacgao da reta correspondente.

3.7. Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando um espectrofluorimetro da
marca Horiba, modelo Fluorolog, equipado com uma lampada de Xenonio-450W,
modelo UXL-450SO. A amostra foi preparada com uma diluicdo de 10.000 vezes em
agua destilada. Os espectros de emissdo foram adquiridos sob excitacbes de
comprimentos de onda entre 250 e 400 nm. Para 0s espectros de excitagdo, 0
comprimento de onda de emissdo foi fixado em 400 nm. Em todas as medigdes, as

fendas (slits) da fonte e do detector foram fixadas em 2,5 nm.

3.8. Espectroscopia de absorcao no infravermelho (FTIR)

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram adquiridos utilizando um
Espectrometro de Infravermelho com transformada de Fourier da marca Varian, modelo
640. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr, e a faixa de nimero de onda

analisada variou de 4000 a 400 cm™.

3.8. Carbono organico total (TOC) e nitrogénio total (TN)

O carbono organico e nitrogénio totais foram determinados utilizando um analisador de
carbono total da marca AnalytkJena, modelo Multi N/C 3100. As amostras foram
diluidas para se adequar ao limite de detec¢do do equipamento, com o célculo baseado

na quantidade de carbono e nitrogénio presentes nos reagentes.

3.9. Avaliacéo de quenching por efeito de concentracao

Para avaliar o quenching por efeito de concentracdo, foram preparadas amostras com
concentragdes variando de 20 e 500 mg L. Essas amostras foram submetidas ao
espectrofluorimetro para obtencdo do espectro de emissdo de cada concentracdo e para

comparar as respectivas intensidades de emisséo.
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3.10. Fotoestabilidade

A fotoestabilidade foi determinada utilizando um espectrofluorimetro. Uma amostra
com concentragdo de 300 mg L™ foi submetida a um acompanhamento de emissio por
24 horas. A excitacdo foi realizada com uma lampada de xendnio de 450 W e

comprimento de onda de 320 nm, enquanto a emissao medida em 400 nm.

3.11. Avaliacéo de capacidade quelante com potéssio

Para determinar a capacidade quelante com o potéssio foram preparadas amostras com
concentracéo fixa da nanoparticula (50 mg L) e concentragdes variadas de fosfato de
potassio (KH:POs), de 25 a 250 g L. As solugdes foram submetidas ao
espectrofluorimetro para obter o espectro de emissdo de cada concentracdo e comparar

suas respectivas intensidades de emisséo.

3.12. Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS)

Para determinar a composicdo da superficie da nanoparticula A50, utilizou-se o
espectrometro SPECS Sage HR 100 sob alto vacuo, excitacdo por Mg K (1253,6 eV)
operando a 250 W. A deconvolucdo dos espectros foi realizada utilizando o software
CasaXPS.

3.13. Analise de Dessor¢cdo com Temperatura Programada (TPD)

A composicgdo da superficie da nanoparticula A50 também foi analisada por dessorcéo
com temperatura programada acoplada a espectrometria de massas (TPD/MS). O
processo foi conduzido em um sistema automatizado modelo AMI-90R da marca
Altamira Instruments. Cerca de 50 mg da amostra foi colocada em um tubo em U de
quartzo sob fluxo de argénio de 10 cm® min™* & pressdo atmosférica e aquecida até 110
°C, mantida por 1 hora para evaporacao da agua residual. Posteriormente, foi aquecida a
uma taxa de 10 °C min até 950 °C. Os gases liberados foram continuamente detectados
por um espectrdmetro de massas (quadrupolo) modelo Dymaxion da marca Ametek,

analisando razdes massa/carga (m/z) previamente selecionadas.
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3.14. Acompanhamento da Reacao

Para entender melhor a reacdo de sintese da A50, foi realizado seu acompanhamento ao
longo do tempo, retirando aliquotas de 5 em 5 minutos e, a partir dessas aliquotas,

foram geradas amostras para analise de seus espectros de absor¢do e emisséo.

3.15. Capacidade quelante com diferentes cations

Para determinar a interacdo da A50 com diferentes nutrientes, foram preparadas
amostras com uma concentracao fixa da nanoparticula e diferentes cations de nutrientes
com concentracdo de 1 mol L. Os sais utilizados para obter esses cations foram sulfato
de magnésio (MgSQs), fosfato de potassio (KH2PO4), nitrato de célcio (Ca(NOs).),
sulfato de manganés (MnSOQy), sulfato férrico (FeSO.), sulfato de cobre (CuSOa) e
sulfato de zinco (ZnSO4). Essas solugdes foram analisadas em um espectrofluorimetro
para obter os espectros de emissdo e comparar as intensidades de emisséo e o efeito de

quenching de cada uma.

3.16. Experimento Bioldgico com Microalgas

Para determinar os efeitos da A50 em plantas, realizou-se um experimento com a
cultura de microalgas Chlamydomonas reinhardii CC503. A cultura foi mantida a uma
concentracdo de 1 mL L, em temperatura de 24 °C, com um fotoperiodo de 16 horas de
luz e 8 horas no escuro, com irradiancia de 100 umol fétons m2 s, sob agitagdo
continua de 110 rpm. A concentracéo inicial do indculo foi de 1,0x10° células mL™,
com o pH ajustado para 7,0 usando solugdes de HCI ou NaOH. Foram avaliadas trés
doses da nanoparticula (0,1, 0,2 e 0,4 uL mL™). Os parametros avaliados incluiram a
curva de crescimento, biomassa, pigmentos (clorofila a e b e carotendides),
aminoacidos, proteinas e amido. As amostras foram coletadas na fase logaritmica e

estacionaria para avaliagéo.
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4. Resultados e discussoes

4.1. Sintese das Cdots A50 e A30

A metodologia de sintese utilizada foi do tipo bottom-up, utilizando agua como solvente
e aplicando uma temperatura moderadamente alta para que a reacdo ocorra. Dentre 0s
reagentes utilizados, o acido citrico é uma das matérias-primas mais utilizadas como
fonte de carbono na sintese bottom-up de Cdots, junto com uma fonte de nitrogénio.'® O
nitrogénio € utilizado por intensificar as propriedades fotoluminescentes do Cdot, por
ter tamanho atémico préximo ao do carbono, ser eletronegativo e possuir um par de
elétrons disponivel para transferéncia entre os orbitais = da estrutura de carbonos sp2.*°
A fonte de nitrogénio escolhida foi a ureia, selecionada por ser renovavel, de baixo
custo e facil obtencdo. A sacarose foi usada com o objetivo de facilitar a sintese do Cdot
de forma econémica, ja que em meio &cido € hidrolisada em glicose e frutose (Esquema
3).5 A glicose, em meio &cido, sofre uma reaco de abertura de ciclo (Esquema 4),%
transformando-a em um aldeido, que € mais suscetivel a ataques nucleofilicos do que
um 4acido carboxilico, como o acido citrico, facilitando as reacfes de condensacgdo e

polimerizacdo da sintese do Cdot.

HOH,C e
HO ° 2 6-) HO
HO HO™ HO
OH

0: LN .

HOH

© 2C\¢T;< HOH.C oM ®
CH,OH

OH

i

H,OH

OH CH,0
Sacarose

HOH,C ® . HOH,C

HO X MO o o @
HO HO OH2
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Esquema 3. Mecanismo de hidrolise da sacarose com catalise acida. Esquema de autoria propria, baseado
na referéncia 5.
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HOH,C 6/\
HO ® OH OH
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T-H®
HOH,C éi HOH,C
OH

Esquema 4. Mecanismo de abertura do anel da glicose sob catalise 4cida. Esquema de autoria propria,
baseado na referéncia 52,

As reacOes de sintese da A30 e A50 duraram aproximadamente 4 horas, e 0s
produtos formados apresentaram uma coloracdo preta com tons de vermelho e marrom
(Figura 8). Ao diluir uma pequena aliquota em agua e exp6-la a uma lampada UV de

366 nm, os produtos exibiram fluorescéncia (Figura 9), indicando a formacdo da

nanoparticula.

Figura 8. Produto da sintese da A50 (béquer da direita) e A30 (béquer da esquerda).
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Figura 9. Fluorescéncia da A50 a partir da incidéncia de luz UV de 366 hm.

4.2. Espectroscopia de absorcdo no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Apds a sintese das nanoparticulas, foram obtidos os espectros de UV-Vis da A30 e A50.
Para efeitos comparativos, também foi determinado o espectro da Arbolina®, utilizando
uma amostra cedida pela Krilltech, os espectros estdo presentes na Figura 9. Observa-se
que tanto a A30 quanto a A50 possuem picos maximos de absor¢do em torno de 280
nm, um comprimento de onda menor do que o pico de méaxima absorc¢do da Arbolina®,
que estd em 330 nm. Isso permite concluir que o Cdot sintetizado difere da Arbolina®,
indicando que a transicdo de energia entre a banda de valéncia e a banda de conducao,
ou seja, 0 band gap da A30 e A50 é maior que o da Arbolina®, o que pode indicar uma
particula mais estavel. Um band gap maior pode indicar um material com liga¢fes mais

fortes e consequentemente necessita de mais energia para quebra-las.>®
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Figura 10. Espectros de absorcdo no UV-Vis da A30, A50 e Arbolina®.

Utilizando os espectros de UV-Vis, foi possivel estimar os valores de band-gap
das nanoparticulas a partir do método de Tauc, com resultados apresentados na Figura
11.
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Figura 11. Band gap estimado da (a) Arbolina®, (b) A30 e (c) A50 utilizando o método de Tauc.
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Esses resultados confirmam que os band gaps da A30 e A50 sdo superiores ao
da Arbolina®. As altas energias de transicio observadas podem ser justificadas pelo uso
de sacarose como matéria prima, resultando em uma superficie rica em grupos
hidroxilas, que requerem mais energia para a excitacdo de seus elétrons do que os

grupos acido carboxilicos presentes no acido citrico.

4.3. Teste de aplicacdo da A30 e A50 em milho

Para determinar o prot6tipo mais promissor para seguir com 0s testes e caracterizacoes
subsequentes, foi realizado um teste aplicando as nanoparticulas em milho, a fim de
analisar os efeitos de cada uma no crescimento vegetativo e na absorcéo de nutrientes
pelas plantas.

As analises de massa Umida e seca das plantas ndo demonstraram diferencas
significativas entre os grupos A30, A50 e controle, uma vez que os desvios padrdes
foram maiores do que a diferenca entre a média dos grupos, conforme ilustrado na
Tabela 1. No entanto, a analise dos nutrientes presentes nas folhas de cada grupo

revelou diferencas significativas, conforme mostrado na Figura 12 e Figura 13.

Tabela 1. Médias e desvios padrdes das massas de cada grupo de plantas.

Parametros Controle A30 A50
Média | Desvio Padrdo | Média | Desvio Padrédo | Média | Desvio Padrao
Massa total tmida 1,437 0,334 1,201 0,357 1,380 0,403
Massa total seca 0,242 0,064 0,230 0,012 0,254 0,071
Massa aérea (seca) | 0,118 0,034 0,125 0,040 0,140 0,047
Massa radicular (seca) | 0,115 0,030 0,107 0,018 0,105 0,032
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Figura 12. Teor de macronutrientes nas folhas de cada grupo de comparacéo entre A30 e A50.
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Figura 13. Teor de micronutrientes nas folhas de cada grupo de comparacéao entre A30 e A50.
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Foi observado um aumento significativo nas concentracGes de calcio, magnésio,
ferro, manganés e zinco nos dois grupos tratados com os prototipos, particularmente nos
niveis de ferro e zinco no grupo que recebeu a A50. O ferro € essencial para processos
como fotossintese, respiracdo e fixacdo de nitrogénio, aléem de estar envolvido na
formacéo de clorofila e enzimas essenciais. O zinco é necessario para a atividade de
mais de 300 enzimas, sintese de proteinas e regulacdo do crescimento hormonal.
Estratégias para o aumento do teor desses nutrientes incluem ndo apenas a
suplementagdo, mas também o melhoramento genético de plantas.>* Devido aos
resultados mais expressivos observados, o foco deste trabalho passou a ser o protétipo
A50.



25

Resultados e discussoes

4.4. Curva de Densidade

Para avangar com os testes e analises da A50, era necessario estabelecer um parametro
para determinar a concentragdo de nanoparticulas em solugcdo, um aspecto crucial
também para a producdo de um produto destinado ao mercado agricola. A
caracterizacéo e, principalmente, a quantificacdo de Cdots podem apresentar desafios
significativos, pois sua sintese frequentemente resulta em particulas de tamanhos e
propriedades dpticas variaveis, além da presenca de compostos que interferem em sua
deteccdo e quantificacdo.> Para realizar a quantificagdo de uma maneira simples, que
possa ser implementada em um produto agricola futuro, foi desenvolvida uma curva de
densidade. Isso permite correlacionar densidade em g mL™* com a concentragio de
nanoparticulas em g L™ (Figura 14). Um dos desafios enfrentados para a realizacéo
dessa curva foi a manipulacdo da nanoparticula depois de seca, ja que demonstrou ser
extremamente higroscopica, dificultando a determinacdo precisa de sua massa seca. Em
questdo de minutos, a particula seca é capaz de absorver &gua o suficiente para se
transformar em uma soluc&o liquida. Isso se tornou evidente no valor de R? da equagéo

gerada.

1,18

p = 3,414 x 10“[A50] + 1,00246
R% = 0,99826
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Figura 14. Curva de densidade da A50.



26

Resultados e discussoes

4.5. Caracterizacdes da A50

Apbs selecionar o protdtipo A50, foram realizadas analises de fluorescéncia, FTIR,
HRTEM e carbono e nitrogénio totais. Primeiramente, foi feita uma varredura do
espectro de emissdo para determinar o comprimento de onda (A) de excitacdo que
resulta na maior intensidade de emissdo, além do seu A de maxima de emissdo. Os
espectros, apresentados na Figura 15, mostram que o A de maxima emissao varia de

acordo com o A de excitacao.

6x10°

5x10°

4x10°

3x10°

Intensidade

2x10° -

1x10°

T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
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Figura 15. Varredura do espectro de fluorescéncia de emisséo da A50.

Um espectro que varia seu Amax de emissdo de acordo com o A de excitacdo pode
ser explicado pela variagdo no tamanho de particulas, j& que particulas de diferentes
tamanhos podem ter sido formadas na sintese da A50, com diferentes propriedades
Opticas. Além disso, a presenca de traps seria outro bom motivo para a presenca de uma
emissdo dependente da excitacdo, ja que a interacdo com certos traps pode ocorrer
apenas com a incidéncia de certos comprimentos de onda. Também é esperada a
presenca de diversos fluoroforos na superficie da particula, com seus respectivos A de

excitacdo e emissdo Unicos, fazendo com que seja gerada uma variagao no seu espectro.

A partir da varredura de seu espectro de emissao, determinamos que a excitagdo
em 320 nm resulta na emissdo com maior intensidade, com maximo em 400 nm, dados
importantes para futuras sinteses e experimentos de fotoluminescéncia.
Comparativamente, a Arbolina® exibe excitagio em 350 nm e emissdo em 440 nm,

indicando que a A50 absorve e emite em comprimentos de onda mais energéticos.
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Curiosamente, ao comparar esses resultados com os do espectro de UV-Vis,
identificamos que o A de excitagcdo que gera a emissdo mais intensa ndo coincide com o
A de maior absorbancia, sugerindo, de acordo com a literatura, que o ndcleo de carbono
com confinamento quantico ndo teria sido formado. Portanto, a luminescéncia da A50
origina-se apenas dos grupos funcionais em sua superficie, com emissdes resultantes da
combinagdo de varios emissores individuais.! Essa caracteristica contribui para uma

concluséo de que a A50 se trataria de um CND (carbon nanodot).

A analise do espectro de infravermelho (Figura 16) revelou sinais importantes
para a caracterizagdo de certos grupos funcionais. E possivel observar os sinais de
estiramento de hidroxilas de élcoois e acidos carboxilicos em 3421 e 3236 cm?,
estiramento de carbonilas de acidos carboxilicos e amidas em 1718 e 1663 cm?, o
estiramento de ligagGes C=C aromaticas em 1606 cm™ e o dobramento de ligacdes O-H
em 1400 cm™,
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Figura 16. Espectro de infravermelho da A50.

Os teores de carbono e nitrogénio da nanoparticula foram determinados, seus
resultados estdo presentes na Tabela 2. Seus teores totalizam 49,17% da massa da A50,

entdo os outros 50,83% séo referentes ao oxigénio e hidrogénio.
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Tabela 2. Anélise de carbono e nitrogénio totais da A50.

Elemento Teor (m/m) Erro
Carbono 31,69% 0,05
Nitrogénio 17,47% 2,58

Utilizando a técnica de Microscopia Eletronica de Transmissdo de Alta
Resolugdo (HRTEM), obtivemos imagens (Figura 17), tornando possivel determinar o
tamanho médio das particulas de 4,7 nm (calculado utilizando uma imagem com 41
particulas) e gerar um histograma de distribuicdo de tamanhos (Figura 18). A partir do
histograma podemos comprovar uma hipotese j& mencionada, de que existe uma

variedade de particulas com diferentes tamanhos, e consequentemente diferentes

energias associadas a suas transicoes eletronicas.

Figura 17. Imageamento HRTEM da A50.
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Figura 18. Histograma de tamanho de particula da A50.
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As imagens também mostram, de forma sutil, linhas paralelas ao longo da
particula, que podem ser interpretadas como camadas de grafeno presentes no nucleo de
carbono, como evidenciado na Figura 19. Essa é uma caracteristica da estrutura dos
CQDs (carbon quantum dots) representada na Figura 20, essa evidéncia entra em
conflito com a anélise de seus espectros de UV-Vis e de fluorescéncia, e contribui para a
conclusdo de que a A50 se trata de um CQD. A explicacdo do porqué o A de mais alta
absorbancia ndo resulta na maior intensidade de emissdo, pode ser a presenca de
particulas grandes e com muitas imperfeicdes em sua superficie, com diversos grupos
funcionais e provavelmente um rendimento quantico baixo, resultando em um grande
sinal de absorbéancia de grupos funcionais da superficie, que ndo sao fluorescentes. O
sinal de absor¢do que resulta na emissdo ndo seria visivel, por conta de um outro sinal
de absorcdo tdo grande. Os estudos de Cdots ainda sdo muito recentes e suas
descobertas ainda estdo sendo feitas, na literatura é dito por exemplo, que o core de
carbono ndo seria formado em temperaturas menores do que 230 °C,!! temperatura

muito superior a utilizada na sintese da A50, mas como é visivel em seu imageamento,

0 core de carbono aparenta ter sido formado.

Figura 19. Imageamento HRTEM da A50 evidenciando as camadas de grafeno no seu ndcleo de carbono.
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Figura 20. Representagdo da estrutura de uma CQD. Autoria propria, baseado na referéncia 9.

O tamanho das nanoparticulas também possibilita uma discusséo sobre o tipo de
interacdo que elas tém com a &gua, questionando se formam uma solu¢do ou uma
suspensdo. A A50 forma em agua uma mistura homogénea, sem apresentar precipitacao
ou turbidez, mesmo em altas concentracGes. Se tratam de particulas extremamente
higroscépicas, ja que mesmo apds serem secas, ao entrar em contato com o ar, absorvem
agua até formarem um liquido homogéneo. Essas caracteristicas sugerem que a mistura
se comporta como uma solucdo. No entanto, o tamanho das particulas de A50, cerca de
4,7 nm, as posiciona na categoria de coloides, que variam de 1 a 1000 nm, sendo
maiores do que as particulas de uma solucdo (< 1 nm) e menores que as de uma
suspensdo comum (> 1000 nm). Dado seu nivel de interacdo com a agua, a A50 pode
ser classificada como um coloide liofilico, se tratando de macromoléculas sollveis

similares a proteinas e diferentes polimeros, que forma uma solucio coloidal.®

4.6. Quenching por concentragao

Apos definir os comprimentos de onda de méaxima excitacéo e emissdo, foi realizado um
experimento para determinar o quenching (atenuacdo da intensidade de emissdo de
fluorescéncia) da A50 por efeito de concentracdo. Variando a concentracdo da A50 de
20 a 500 mg L™ e analisando os respectivos espectros (Figura 21), observou-se o efeito
de quenching, ja que sua intensidade de emissdo inicialmente aumenta com o0 aumento
da concentragdo, mas ao atingir um maximo na concentragido de 300 mg L*, sua

intensidade de emissdo passa a diminuir @ medida que a concentracdo aumenta.
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Figura 21. Espectros de emissdo de fluorescéncia variando a concentracéo de A50.

Esse fendmeno pode ser melhor visualizado na Figura 22 e pode ser explicado
pelo efeito de colisdo de particulas excitadas com particulas ndo excitadas. Durante
essas colisdes, as particulas excitadas transferem energia para particulas similares ndo
excitadas por meio de um processo ndo luminescente. Consequentemente, quanto maior
a concentracdo de particulas, maior é a probabilidade desse tipo de interacdo ocorrer,

intensificando o defeito de quenchimg.®’
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Figura 22. Intensidade maxima de emissdo de fluorescéncia da A50 em fungdo de sua concentracéo.

4.7. Fotoestablidade

Apdbs submeter a nanoparticula A50 a um experimento de fotoestablidade por 24 horas,

foi obtido o grafico da Figura 23, que mostra a intensidade de emissdo em 400 nm em
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funcdo do tempo, junto com sua respectiva equacdo estimada. Observou-se uma perda
de cerca de 20% na intensidade de emissdo, indicando a degradacdo da particula em
fungéo da irradiacdo de radiagdo de 320 nm. O resultado indica uma boa estabilidade,
levando em consideracdo a alta energia associada a radiacdo incidida por um longo

tempo de exposicao.
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Figura 23. Intensidade de emissdo com 400 nm da A50 em funcéo do tempo em segundos, de incidéncia
de luz com 320 nm. [A50] = 300 mg L.

4.8. Capacidade quelante com potassio

A partir da analise de potencial Zeta da A50, cujo resultado foi de -6,36 mV,
determinamos sua carga superficial negativa, que torna promissora a capacidade
quelante da nanoparticula com nutrientes em forma de cétions. Utilizando o efeito de
guenching como ferramenta, foi realizada outra analise, desta vez para avaliar o efeito
quelante da A50 com potassio. O potassio € um nutriente crucial para o equilibrio
hidrico de células vegetais, sintese de proteinas, metabolismo de carboidratos, tolerancia
a estresse e qualidade dos frutos.”® A interacio de Cdots com cétions de nutrientes
facilita a entrada deles dentro das células da planta, por conta do tamanho nanométrico
da particula, tornando sua interagdo com eles muito importante para sua acdo como

nanofertilizante.>®

A fonte de potassio utilizada foi 0 KH2POs, cuja concentragdo variou de O até
sua saturacdo, com espectros de emisséo registrados para cada concentragéo. Conforme

apresentado na Figura 24, observou-se uma atenuacdo da fluorescéncia da A50
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proporcional ao aumento da concentragdo de KH2POa. Esse resultado pode ser atribuido
a varios mecanismos de quenching, como a formacgdo de um complexo néo fluorescente,
a transferéncia de energia do Cdot para o potéssio por colisdo, a absor¢do da energia

emitida pelo Cdot pelo potéssio, ou a troca de elétrons entre as duas espécies.®°
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Figura 24. Espectros de emissdo de fluorescéncia variando a concentragdo de KH2PO4 em A50. *solucéo
saturada com precipitado visivel.

Utilizando os valores maximos de intensidade de emissdo em funcdo da
concentracdo de K, foi possivel gerar uma aproximacdo da equacdo exponencial que

descreve o quenching por potéssio, como apresentado na Figura 25.
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Figura 25. Gréfico de intensidade de emissdo versus concentracdo de K, com equagéo exponencial
aproximada.
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O espectro de absorcdo no UV-Vis do potassio, com e sem a presencga da A50,
também foi analisado (Figura 26) para elucidar o possivel efeito quelante envolvido.
Nota-se que o espectro da A50 permanece inalterado na presencga do potéssio, e que o
potassio ndo exibe sinais de absorbancia que se sobreponham aos comprimentos de
onda de excitacdo (320 nm) ou de emissdo (400 nm) da nanoparticula. Essas
observacgOes permitem descartar o mecanismo de Efeito de Filtro Interno (IFE), que
envolve a atenuacdo da emissdo devido a absor¢do da mesma pelo quencher ou pela
absorcdo de parte da energia de excitacdo da fonte. E possivel também excluir o
mecanismo de Transferéncia de Energia por Ressonancia de Foster (FRET), que ocorre
através da interacdo dipolo-dipolo a longa distancia (10-100 A) entre o Cdot no estado
excitado e o quencher no estado fundamental. Para que ocorra a FRET, é necessario que
0 espectro de absorcdo do quencher sobreponha o espectro de emissdo do Cdot,
permitindo a transferéncia de energia entre eles sem a emissdo de fotons. Essa condicao

ndo ocorre, invalidando a FRET para esse caso.%
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Figura 26. Espectros de absor¢do no UV-Vis da A50, A50+KH;PO,e KH,PO..

Dentre 0s mecanismos de quenching mais provaveis restantes, incluem-se o
guenching estatico, dindmico e de Transferéncia de Elétrons Fotoinduzida (PET). O
quenching estatico ocorre através da formacdo de um complexo ndo luminescente entre
0 Cdot e o quencher. Ja o quenching dindmico envolve colisdes entre o Cdot no estado
excitado e o quencher, resultando no retorno do Cdot estado fundamental sem a emisséo
de fétons. O mecanismo de PET caracteriza-se pela transferéncia de elétrons entre o

Cdot e o quencher, gerando radicais que formam um complexo n&o luminescente.®
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Sabendo que no mecanismo de quenching estatico, um aumento da temperatura
pode diminuir a estabilidade do complexo, tendo como consequéncia a reducdo do
efeito de quenching, e que no quenching dindmico, o aumento da temperatura pode
intensificar o efeito de quenching, foram analisados os espectros de emissdo da A50
com potassio em diferentes temperaturas (5 e 25 °C). O aumento da temperatura fez
com que a intensidade de emissdo diminuisse, 0 que poderia significar que se trata do
efeito de quenching dindmico aumentando. Entretanto, o0 mesmo efeito foi observado no
espectro de emissdo da A50 pura (Figura 27), indicando que esse efeito ndo esta
relacionado ao efeito de quenching com potassio, e sim ao favorecimento de processos
de liberagdo de energia ndo radiativos promovidos pelo aumento de temperatura, que
afetam a luminescéncia do Cdot com ou sem interacdes com quenchers.® Portanto, os
mecanismos estatico e dindmico ndo podem ser excluidos, ja que essa interferéncia com

a temperatura é apenas uma possibilidade, e ndo algo constante para esses mecanismos.
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Figura 27. Espectro de emissdo de fluorescéncia da A50 variando a temperatura.

4.9. Capacidade quelante com diferentes cations

Apos investigar a interacdo da A50 com potéssio através do efeito de quenching,
realizou-se um experimento adicional para avaliar a presenca deste efeito com
diferentes cations. Os espectros de emissdo da A50 em resposta a cada cation utilizado
estdo presentes na Figura 28, com a normalizagcdo dos valores maximos de emissao em
400 nm. Observou-se uma variacdo significativa no efeito de quenching entre os
cétions, enquanto houve uma interagdo minima no caso do Mg?*, para o Ca?*, Fe** e

Cu?* a atenuac&o da intensidade de emissdo da A50 aproximou-se de 100%.
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Figura 28. (a) Espectros de emissdo da A50 com diferentes cations e (b) suas respectivas intensidades de
emissdo em 400 nm normalizadas.

A partir das analises dos espectros de absor¢do no UV-Vis (Figura 29), podemos
tirar algumas conclusbes e fazer suposicbes sobre 0s mecanismos de quenching
envolvidos. Para 0 MgSO4 e ZnS0Os, suas propriedades sdo as mesmas do KH2SOg, cujo
espectro de absorcdo é do sulfato, entdo suas conclusfes sdo as mesmas mencionadas
antes, descartando o mecanismo de IFE e FRET. No entanto, para os cations MnSQa,
Ca(NO3z)2, FeSO4 e CuSOQq4, observa-se que sua absorcdo sobrepbe o comprimento de
onda de excitacdo da A50, apesar da absorcdo vista no espectro de Ca(NOz). ser
referente ao nitrato. Esta sobreposicdo torna plausivel a ocorréncia do mecanismo de
IFE, onde a luz necessaria para excitar o Cdot pode ser absorvida pelo quencher,
atenuando a intensidade de emisséo observada.
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Figura 29. Espectros de absor¢do no UV-Vis da A50, (a) A50+MgSO4 e MgSOQs, (b) A50+ZnS0. e
ZnS0g, (c) A50+MnSO4 e MNnSQy4, (d) A50+Ca(NO3)2 e Ca(NOs3)2, () A50+FeSO4 e FeSQy, (f)
A50+CuS0O4 e CuSOs.

O entendimento dessas caracteristicas é fundamental para o desenvolvimento e

posicionamento de um produto agricola baseado na A50. A interacdo desta

nanoparticula com cétions especificos pode facilitar a translocacdo deles quando esta

nanoparticula for aplicada. Entdo momentos e culturas com alta necessidade de

potassio, célcio, ferro, cobre e manganés seriam um excelente alvo de estudo para

aplicacdo desta nanoparticula.
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4.10. Caracterizacdo da superficie da A50

Considerando que a funcionalidade dos Cdots é determinada pela engenharia de sua
superficie, € crucial entender a composicao da superficie da A50 para compreender as
possiveis interacdes da nanoparticula com células de plantas e nutrientes. Para isso, a
superficie da A50 foi analisada utilizando a técnica de XPS, cujos resultados estdo
apresentados na Tabela 3 e Figura 30. Adicionalmente, uma amostra de Arbolina®,

fornecida pela Krilltech, também foi submetida a mesma analise.

Tabela 3. Composicéo da superficie da A50 e Arbolina®, determinada por XPS.

A50 Arbolina®
Carbono 63,09% 73,80%
Oxigénio 28,67% 18,60%

Nitrogénio | 08,24% 07,60%

E notavel que, embora a superficie da A50 seja predominantemente composta
por carbono, ela contém uma quantidade significativa de oxigénio (28,67%), superior a
encontrada na superficie da Arbolina® (18,60%). Quanto ao nitrogénio, a concentracao
na A50 (8,24%) também excede a da Arbolina® (7,60%). A maior presenca de oxigénio
pode sugerir a existéncia de grupos fenodlicos e carboxilicos, que oferecem mais sitios
para complexacdo com metais, facilitando o transporte de nutrientes para as plantas.

A deconvolucéo do espectro de XPS de C 1s (Figura 30a) revela que as maiores
intensidades sdo atribuidas as ligacdes de C-N e C-O em 285,9 eV, e ligagdes simples e
duplas entre carbonos em 284,6 eV. As ligacdes C-N podem estar associadas a grupos
amida e piridina na superficie, enquanto as ligacbes C-O poderiam pertencer a ésteres,
éteres e alcoois. Outro sinal significativo, em 288,8 eV, 0 mais energético, indica a
presenca de ligacGes duplas carbono-oxigénio, tipicas de carbonilas, que podem incluir

ésteres, acidos carboxilicos ou cetonas.®?

Na deconvolucdo do espectro de O 1s (Figura 30b), observam-se sinais de
ligagbes simples e duplas carbono-oxigénio, localizados em 532,7 eV e 532,2 eV,
respectivamente, com a intensidade das ligagdes duplas sendo maior.®® Na analise do
espectro de N 1s (Figura 30c), identificam-se também dois sinais, 0 mais intenso, em
399,8 eV, é associado a piridinas e/ou amidas, enquanto 0 menos intenso, em 401,4 eV,

pode ser atribuido a imidas e/ou carbamatos.®
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Figura 30. Deconvolucédo dos espectros de XPS de (a) C 1s, (b) O 1se (c) N 1s da A50.

Outra analise realizada para caracterizar a superficie da nanoparticula foi a
técnica de TPD. Neste procedimento, uma amostra da nanoparticula foi aquecida para
que seus grupos de superficie se degradassem em CO e CO», que foram quantificados
utilizando um espectrémetro de massas acoplado. Os espectros das massas monitoradas
séo apresentados na Figura 31. A deconvolucdo dos espectros de CO e CO» (Figura 32)
permitiu analisar os maximos de intensidade em relacdo as respectivas temperaturas

para identificar os grupos funcionais de origem.
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Figura 31. Espectros de TPD/MS para m/z 16, 17, 18, 28, 32 e 44.

O espectro de CO> (Figura 32a) apresenta trés picos definidos, com o maior em
219 °C e outros dois menores em 373°C e 460 °C. Os picos em temperaturas mais baixas
podem ser atribuidos a decomposi¢do de grupos carboxilicos, dividindo-se em dois
picos provavelmente devido a presenca de uma alta concentracdo desses grupos, que
podem ser atribuidos a acidos carboxilicos fortes em 219 °C e acidos carboxilicos fracos

em 373 °C.%° O pico em 460 °C seria referente a anidridos.®

O espectro de CO (Figura 32b) mostra quatro picos definidos e o inicio de um
possivel quinto pico, cujo maximo correria em temperatura acima de 950 °C. O primeiro
pico, em 221 °C, se mostrou mais dificil de se caracterizar. Essa temperatura é muito
baixa para a decomposicdo de cetonas, e ocorre simultaneamente a decomposicao de
acidos carboxilicos fortes, sugerindo uma possivel fragmentacdo do CO> liberado pela
decomposicdo dos grupos carboxila.?® O segundo pico em 399 °C, nio estd na
temperatura esperada para nenhum grupo funcional de CO, mas esta préximo ao sinal
de acidos carboxilicos fracos, indicando que o mesmo fenémeno de fragmentagdo do
CO, em CO poderia ter ocorrido.” O pico em 487 °C provavelmente se refere a
anidridos, estando em uma temperatura proxima, mas ligeiramente superior a do pico de
anidrido no espectro de C0O,.%8 O maior pico, em 603 °C, é atribuido a decomposicio de
grupos alcoois aromaticos.® Por fim, o pico sem méaximo definido poderia ser referente
a grupos pirona, com maximo em torno de 1200 °C.%° Podemos entdo confirmar a alta

concentracdo de grupos hidroxila na superficie da A50.
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Figura 32. Deconvolucdo dos espectros de TPD/MS de (a) CO; e (b) CO.

4.11. Acompanhamento da Reacéo

Ao realizar o acompanhamento da reacdo de sintese da A50, analisando sua absor¢éo e
emissdo podemos discutir acerca da formacdo de seus fluord6foros e grupos
absorvedores no UV-Vis. Observando o espectro de absor¢do no UV-Vis (Figura 33),
notamos que um sinal em torno de 320 nm comeca a se formar ja nos primeiros 15
minutos da reacdo, com um aumento lento e quase estavel na absorbancia até os 50
minutos. Neste ponto, um segundo pico, de maior energia, comeca a emergir em 277
nm, e a taxa de crescimento da absorbancia neste comprimento de onda se intensifica.
Aos 55 minutos, a absorbancia do pico em 277 nm ultrapassa o sinal em 320 nm,
tornando-se o comprimento de onda de maior absorbancia. Este pico em 277 nm
continua a crescer a uma taxa mais rapida que o pico em 320 nm, alterando perfil do
espectro até alcancar o méaximo de absorbancia ao fim da reacdo em 65 minutos.
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Figura 33. Espectros de absor¢éo no UV-Vis da A50 ao longo do tempo em sua reacéo de sintese.

A anélise do espectro de emissdo (Figura 34) revela que o sinal de fluorescéncia
comega a surgir aos 50 minutos, que seria 0 momento em que o core de carbono e/ou os
fluoréforos da nanoparticula sdo formados, a depender de qual seria seu real mecanismo
de luminescéncia, coincidindo com o aparecimento do sinal de absor¢cdo em 277 nm,
isso sugere que este comprimento de onda pode estar relacionado a maior intensidade de
emissdo da A50. Contudo, o comprimento de onda de excitacdo que resulta na maior
intensidade de emissdo, determinado anteriormente pela varredura do espectro de
emissdo, é de 320 nm. Esse surgimento do sinal de absor¢do em 277 nm nos momentos
finais da reagdo, podem condizer com a passivacdo do Cdot, a formagdo de uma
superficie de grupos funcionais que estabiliza a nanoparticula contra reagdes em sua
superficie. Os grupos funcionais formados em sua superficie seriam 0s responsaveis por
essa absorcdo em 277 nm. Ja a falta de emissdo, mesmo absorvendo em 320 nm antes
dos 50 minutos de reacdo, poderia significar que antes da formacéo do core de carbono,

a particula era capaz de liberar a energia absorvida por mecanismos ndo luminescentes.
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Figura 34. Espectros de emissdo de fluorescéncia da A50 ao longo do tempo em sua rea¢do de sintese.

4.12. Experimento Bioldgico com Microalgas

Apo6s os testes em milho, um experimento adicional foi conduzido para investigar os
efeitos da nanoparticula A50 em plantas, utilizando microalgas da linhagem
Chlamydomonas reinhardtii CC503. Microalgas compartilham muitos tracos
metabolicos e fisiolégicos com plantas superiores e apresentam vantagens significativas
para testes bioldgicos, como tempo e custo de cultivo reduzidos. Além disso, podem ser
cultivadas em pequenos espacos com condi¢des controladas. Devido a sua sensibilidade
a variagdes quimicas, microalgas rapidamente manifestam respostas de estresse ao
ambiente, 0 que as torna uma excelente ferramenta para avaliar a eficicia e seguranca
de produtos destinados a plantas.”® Foram aplicadas doses de 0,1, 0,2 e 0,4 uL mL™ da
nanoparticula para avaliar sua influéncia no crescimento das microalgas. A curva de
crescimento, apresentada na Figura 35, foi plotada a partir dos dados de absorbancia,
ou densidade otica (OD), em 680 nm em fungdo do tempo em horas. Observou-se que a
A50 teve um impacto positivo no crescimento das microalgas, sendo o efeito mais

significativo observado com a dose mais alta, de 0,4 pL mL™.
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Figura 35. Curva de crescimento das microalgas com diferentes doses de A50, referente a absorbancia
em funcéo do tempo.

Ao atingir a fase estacionaria, em que o crescimento desacelera e a populagéo de
microalgas se estabiliza devido a limitacdo de recursos, foi determinada a quantidade de
biomassa para cada dose aplicada da nanoparticula A50, como mostrado na Figura 36.
Observou-se um aumento na biomassa com as aplicagfes da A50. Conforme ilustrado
na Figura 37, houve também um aumento nas concentracdes de aminoacidos e
proteinas, evidenciando os efeitos benéficos da nanoparticula no desenvolvimento das

microalgas.
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Figura 36. Concentracdo de biomassa de microalgas para cada tratamento com A50.
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Figura 37. Teor de (a) aminoacidos e (b) proteinas por massa seca de microalga para cada tratamento
com A50.

Por outro lado, detectou-se uma reducdo na concentracdo de pigmentos (Figura
38) e de amido (Figura 39). Normalmente, a principal causa da diminuicdo na
concentracdo de pigmentos em microalgas € o estresse por luz e temperatura, no
entanto, essas condi¢des foram rigorosamente controladas durante o experimento.
Outros fatores como pH, salinidade, pesticidas, metais pesados e limitagdo nutricional
também podem influenciar, mas pH, salinidade e metais pesados podem ser descartados
devido ao ambiente controlado do experimento, restando pesticidas e limitacdo
nutricional como possiveis causas.’”t Se a nanoparticula estivesse provocando algum
tipo de fitotoxicidade, isso seria evidente em outros parametros de avaliagdo, como um
impacto negativo no crescimento das microalgas, o que ndo foi observado.
Considerando o aumento do crescimento e das concentracdes de biomassa, aminoacidos
e proteinas, € plausivel que haja um estresse por falta de nutrientes, uma vez que teriam
sido consumidos em maior quantidade devido ao aumento de biomassa. J& que ndo foi
realizada a contagem de células no experimento, ndo € possivel determinar se 0 aumento
observado na biomassa resultou de um aumento no numero de células ou no tamanho
das células. Se o aumento do tamanho das células for o fator predominante, isso poderia
explicar a maior quantidade de biomassa observada com uma menor concentragdo de
pigmentos. Quanto a reducdo na concentracdo de amido, que em microalgas atua como
reserva de carbono e energia, esta pode ter sido mobilizada e consumida na producédo de
aminoacidos e proteinas, processos cujas rotas de sintese foram favorecidas pela
aplicagdo da nanoparticula. Alem disso, o amido também é consumido em condigdes de

estresse, incluindo estresse nutricional.”
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Figura 38. Teor dos pigmentos (a) Clorofila a, (b) Clorofila b e (c) Carotenoides por massa seca de
microalga para cada tratamento com A50.

200 a
150
o
E
§ 1004
o
S b b
€
< 50 b
0 l
00 01 02 04

Dose (uL.mL™)

Figura 39. Teor de amido por massa seca de microalga para cada tratamento com A50.
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5. Conclusdes e perspectivas

Os Cdots A30 e A50 foram sintetizados com sucesso utilizando &cido citrico, ureia e
sacarose em agua, por meio da técnica de sintese bottom-up. Ambas as nanoparticulas
sintetizadas exibiram caracteristicas luminescentes com diferencas significativas nos
seus comprimentos de onda de absorcdo, excitacdo e emissdo quando comparadas a

Arbolina®, possuindo transi¢cdes muito mais energéticas.

As nanoparticulas A30 e A50 demonstraram aumento na absorcdo de nutrientes
nas plantas em que foram aplicadas de maneira foliar, sendo a A50 a mais promissora
por gerar um aumento significativo na concentracdo de ferro, tornando-a o foco deste
trabalho. Ao analisar as caracteristicas fotoluminescentes da A50, foi determinado que
seu comprimento de onda de maxima absorcao esta em 277 nm, o comprimento de onda
de 320 nm de excitacdo resulta na maior emissdo em 400 nm. O imageamento por
HRTEM tornou possivel a determinacdo de seu tamanho médio de particula, além de
expor evidéncias que indicam que a A50 é um CQD. Anélises de quenching de
luminescéncia puderam evidenciar sua concentracdo de méaxima emissdo, e interacdes

com cétions de importantes nutrientes, junto a seus possiveis mecanismos de quenching.

Anélises de XPS e TPD tornaram possivel a caracterizacdo de sua superficie,
evidenciando a maior quantidade de oxigénio e nitrogénio na A50 em comparagcdo com
a Arbolina. Notou-se que o oxigénio de sua superficie esta compondo principalmente

alcoois aromaticos e grupos carboxila.

O acompanhamento da reacdo de sintese da A50 demonstrou que seus grupos
absorvedores no UV-Vis comecam a se formar ja nos primeiros 15 minutos de reacéo,
enquanto o core de carbono e/ou os fluor6foros se formam ja ao fim da reacdo, com 50

minutos até atingir o méximo de intensidade de emissdo em 65 minutos.

O experimento bioldgico de aplicacdo de diferentes doses da A50 em microalgas
resultou em aumento na taxa de crescimento, biomassa, producdo de proteinas e
aminoacidos junto ao aumento da dose de nanoparticula, com seus maximos na maior
dose (0,4 puL mL™). Apesar de ter resultado na diminuicio de pigmentos, devido a
déficit nutricional ou por conta de um possivel aumento do tamanho das células. Notou-

se também uma diminuicdo na concentracdo de amido, cuja causa mais provavel seria a
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sua utilizacdo como fonte de energia para a sintese de proteinas e aminoacidos, cujas

rotas foram favorecidas, ou até mesmo por conta de estresse nutricional.

Um acompanhamento da sua reacdo de sintese por espectrometria de massas
pode tornar possivel um melhor entendimento de sua reacdo e mecanismo. Embora com
seu foco sendo o desenvolvimento de um produto agricola, o proximo passo é o teste de
sua atividade em casa de vegetacdo, para avaliar seu comportamento em estagios mais
avancados de crescimento vegetativo. Para entender melhor suas interacdes com as
plantas, uma andlise de metaboldmica sera muito (til, tornando possivel o estudo do
impacto nos metabolitos dentro da planta. Esse tipo de analise, facilitaria a
determinacdo das culturas e momentos de aplicacdo ideais para A50.
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