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Resumo

De Lima, Leonardo Melo; Pandoli, Omar. Sintese em sistemas
microfluidicos de nanoparticulas de CdTe e de Ag para estudo
gualitativo de interacdo em fluxo e preparacao de filmes finos desses
nanomateriais. Rio de Janeiro, 2017. 174p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro.

Materiais nanoestruturados como nanocristais semicondutores de telureto de
cadmio (QDs de CdTe) e nanoparticulas metalicas de prata (NPSAg) tém sido
utilizados como nanosondas analiticas, explorando suas propriedades de
luminescéncia e de ressonancia de superficie plasménica localizada (LSPR),
respectivamente, sejam em dispersédo coloidal ou em filmes finos. Em funcéo das
suas configuracdes experimentais, sistemas microfluidicos podem ser utilizados
tanto para sintese de materiais nanoestruturados quanto para analise de analitos de
interesses bioldgicos. No presente estudo, QDs-CdTe encapados com é&cido
tioglicolico (TGA) foram sintetizados em batelada e em regime de fluxo continuo
a partir da injecdo dos precursores de cadmio e telUrio por bombas-seringas para
um sistema de tubos de aco passando por fornos tubulares horizontais com
controladores de temperatura (110-140 °C). Para otimizar 0s parametros
experimentais foram variados a taxa de vazao volumétrica (0,15 - 0,03 mL min™)
e arazdo molar de Cd:Te (1:0,3 - 1:1,5). Os resultados demonstraram que o efeito
da razdo molar na sintese de QDs apresentou ser mais significativo em
comparacdo a variacdo da temperatura, obtendo QDs com FWHM de 64 — 86 nm.
Filmes luminescentes poliméricos de PVA e PDMS foram desenvolvidos pelas
técnicas de impregnacédo, mistura de QDs na matriz polimérica e por spin coating.
Pela técnica de spin coating foram produzidos filmes de 58,7 nm. Filmes de QDs
sobre substrato de vidro foram obtidos pelo processo de silanizacdo da superficie
do vidro. Todos os filmes apresentaram instabilidade de luminescéncia ao longo
do tempo. Dispersdes coloidais de NPsAg revestidas com ligantes organicos

citrato e tartarato, nas razdes Ag*:ligante (1:1 e 1:0,5), foram sintetizadas a partir
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da injecdo dos ligantes e nitrato de prata por bombas-seringas em um microrreator
tubular polimérico. As NPsAg-citrato e NPsAg-tartarato apresentaram cargas
superficiais negativas e tamanhos médios de 12,5 nm. As bandas LSPR foram
observadas para monitorar a interacdo entre as nanosonda de prata e os farmacos
aminoglicosidico em fluxo continuo mediante um fotémetro acoplado a uma cela
de fluxo. Nas concentrages iguais ou maior que 2 x 107 mol L, produziu uma
mudanca no perfil espectral da nanosonda de NPsAg, com o decaimento do sinal
no comprimento de onda 404 nm e o surgimento de uma nova banda em 480 nm,
resultante da aglomeracdo das nanoparticulas. Além disso, as NPsAg-tartarato
foram depositadas sobre substrato de vidro para realizagéo de filmes fino com
objetivo de desenvolver, em parceria com a Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), um biosensor baseado na ressonancia plasménica localizada (LSPR) para

determinacédo do antigeno Candida albicans.

Palavras-chave
Quimica em fluxo; microfluidica; pontos quanticos; nanoparticulas de prata;
filmes finos.
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Abstract

De Lima, Leonardo Melo; Pandoli, Omar (Advisor). Synthesis of CdTe
and Ag nanoparticles in microfluidic systems aiming a qualitative study
of interaction in flow and the preparation of thin films of these
nanomaterials. Rio de Janeiro, 2017. 174p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro.

Nanostructured materials such as cadmium telluride semiconductor
nanocrystals (QDs-CdTe) and silver nanoparticles (NPsAg) have been used as
analytical nanoprobes, exploiting their luminescence properties and localized
plasmonic surface resonance (LSPR), respectively, both in colloidal suspension
or on thin solid films. Due to their experimental set-up, microfluidic systems can
be used, both, for synthesis of nanostructured materials and for the analytic
detection of biological and pharmaceutical compounds. In the present study,
thioglycolic acid (TGA) coated QDs-CdTe were synthesized in batch and in a
continuous flow regime from the injection of cadmium and tellurium precursors
by syringe pumps into a steel tubes through horizontal tubular furnaces with
temperature controllers (110 - 140 °C). To optimize the experimental conditions,
we modulate the volumetric flow rate (0.15 - 0.03 mL min) and the Cd:Te molar
ratio (1:0.3 - 1:1.5). The results showed that the effect of the molar ratio on the
synthesis of QDs was more significant compared to the temperature variation,
obtaining QDs with FWHM of 64 - 86 nm. Polimeric luminescent films with
PDMS e PVA were developed with impregnation, mixing QDs-TGA in PDMS
and PVA and spin coating techniques. By the spin coating technique we produced
luminescent film of 58.7 nm thickness. QDs-TGA film on glass substrate were
obtained by means of surface silanization.All the film showed luminescence
instability over time. Colloidal dispersions of NPsAg coated with the organic
citrate and tartrate ligands in the Ag'/ligand ratios (1:1 and 1:0.5) were
synthesized from the injection of organic ligands and silver nitrate by syringe
pumps into a polymeric tubular micro-reactor. NPsAg-citrate and NPsAg-tartrate
presented negative surface charges and average sizes of 12.5. The SPR band was
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monitored to follow the interation between the silver nanoprobe with kanamycin
and neomycin drugs by means of a flow cell coupled to a photometry. At
concentrations equal or greater than 2 x 107 mol L* the LSPR band changed its
spectral profile. LSPR maximum band, centered at 404 nm, decaied and appeared
a new band at 480 nm resulting from the agglomeration of the nanoparticles.
Moreover, in a partnership with the Federal University of Pernambuco (UFPE),
NPsAg-tartarate were deposited on glass for the realization of thin film with the
object to development a biosensor based on localized plasmon resonance (LSPR)

for determination of Candida albicans antigen.

Keywords
Flow chemistry; microfluidic; quantum dots; silver nanoparticles; thin films.
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NaBH4 1,25 x 10 - mol L

Figura 22. Processo de reducao do teltrio metélico com NaBHa.
A) Suspensao de telario; B) Solucdo de NaHTe

Figura 23. A) Dispersao aquosa final de CdTe-TGA. B) Dispersao
aguosa CdTe-TGA sob irradiacdo de LED 365 nm

Figura 24. Espectro de emissdo de QDs-TGA lote4 antes da
centrigugacao Lexcitagao: & € &) 365 nm; b) 405 nm e c¢) 310 nm

apos a centrifugagao Aexcitagao 365 Nm
Figura 25. Espectro de absorcdo de CdTe-TGA 1,29 x 10° mol L?

Figura 26. Espectros com a intensidade de emissdo normalizada

CdTe-TGA sintetizados em fluxo continuo. Variando o fluxo 0,03 -
0,15 mL min! e variando a temperatura do forno 2 em: A) 110 °C;
B) 120 °C; C) 130 °C e D) 140 °C

Figura 27. Espectros dos QDs com a intensidade normalizada e
grafico FWHM versus razdo molar Cd:Te (1:0,3 — 1:1,5), em
fornos a 110 °C (A e B); e a 140 °C (C e D), respectivamente

Figura 28. Variacdo do comprimento de onda de emissao das
suspensdes de QDs em funcédo da variacdo da razdo molar entre
Cd:Te experimentados em diferentes taxa de vazao das solu¢des

entre 0,05 - 0,25 mL min-t experimentado o forno 2 a duas

diferentes temperaturas: 110 °C e 140 °C

Figura 29. Espectro de transmissao de infravermelho de TGA e
CdTe-TGA sintetizada em batelada
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Figura 30. Espectro de emissado de fotoluminescéncia de QDs
CdTe-TGA em diferentes vazdes volumétricas 0,01 a 0,07 mL

min-t

Figura 31. Disposicao dos CdTe-TGA na superficie do PDMS
apos jatos de N2 sob fonte de LED 365 nm

Figura 32. Compoésito PDMS-CdTe-TGA sob LED 365 nm

Figura 33. Posicdo do compdsito em cubeta sem supote

Figura 34. Espectro da intensidade de fotoluminescéncia do

compoésito C ao longo do tempo

Figura 35. C) laminas com filme de PVA-QDs-TGA sem
tratamento térmico a / b 0,05 mL de PVA-QDs-TGA c/d 2 mL de
PVA-QDs-TGA ; D) laminas com filme de PVA-QDs-TGA com
tratamento térmico e / f 0,05 mL de PVA-QDs-TGA g/h 2 mL de
PVA-QDs-TGA. Sob fonte de LED 365 nm

Figura 36. A) Pelicula de PVA-QD-TGA feita com 2 mL PVA-

QDs-TGA sem tratamento térmico vista sobre LED 365 nm, B) —

Pelicula em suporte para sélidos de fluorimetroPerkin Elmer LS45

Figura 37. Est de estabilidade ao longo do tempo de 15 dias da
pelicula QDs-PVA com 2 mL depositado sobre placa de petri e

curada sem tratamento térmico. Utilizado filtro atenuador deixando

passar 10% da intensidade

Figura 38. Espectro de emissdo normalizado dos compadsitos
PVA-QDs-TGA em diferentes razdes (p/v) PVA/QDs-TGA

Figura 39. Angulo de contado (¢) formado pela interface

vapor/liquido e liquido/sélido

Figura 40. Teste de molhabilidade apés limpeza da lamina de
vidro segundo o método 2 de limpeza (solvente organicos). A
meédia do angulo de contato é 18.2°
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Figura 41. Angulo de contato, teste de molhabilidade ap6s
silanizacdo com APTS 2,5% em tolueno por 2 horas

Figura 42. Gotas de agua sobre laminas de vidro silanizadas com
AEAPT 2,5% em etanol por 6 horas

Figura 43. Lamina de vidro silanizada com AEAPTS 2,5% e
imersa em suspensdo de QD-TGA-EDC sob LED 365nm

Figura 44. Lamina funcionalizada com CdTe-TGA por EDC. 1)
lamina irradiada em de LED 365 nm em setup C 2) lamina sob
LED 365 nm, UV-modelo M405L2

Figura 45. Esquema dos métodos testados para formacéo de
filmes A) Funcionalizag&o da lamina de vidro silanizada-AEAPTS
e posterior imersdo em suspensao de QD-TGA-EDC com
Formacéo de filme. B) Funcionalizacédo da lamina de vidro
silanizada-AEAPTS imersdo em suspensao de QD-TGA-EDC-
NHS sem formacéao de filme. C) Funcionalizacdo da lamina de
vidro hidroxilada por plasma cleaner, imersa em suspenséo de
QD-TGA-AEAPTS sem formacao de filme

Figura 46. Perfis espectrais de ressonancia plasménica medidos
das dispersdes de NPsAg-citrato sintetizados em diferentes

razdes molares Ag*/citrato (a) 1:1 e (b) 1:0,5

Figura 47. A) Perfil espectral de ressonancia plasménica NPsAg-
citrato 1:1 diluida em agua 1:4 (v/v) em diferentes taxas de vazao
volumétrica de 0,1-0,6 mL mint; B) Linearizacédo das taxas de

vazbes volumétricas em funcdo da absorvancia

Figura 48. Espectro do efeito da diluigdo em fluxo das NPsAg-
citrato-1:1 diluidas (1:4) na medida em que aumenta a vazao
volumétrica da dgua a) vazao 0 mL L; b) linha em vermelha —

retorno; c-f) vazdo 0,10-0,40 mL min-t

Figura 49. Espectros da interacdo das NPsAg-citrato-1:1 com

neomicina 108 mol L* em diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min,

123

124

125

127

128

132

134

135


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazéo 0,1 mL mint, neomicina 0,20
x 108 mol L ¢) vaz&do 0,2 mL min1, neomicina 0,33 x 108 mol L-
L. d) vazéo 0,3 mL mint, neomicina 0,43 x 108 mol L1; e) vazéo

0,4 mL min, neomicina 0,50 x 108 mol L

Figura 50. Espectro da interacdo das NPsAg-citrato-1:1 com
neomicina 107 mol L em diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min,
somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazdo 0,1 mL min-t, neomicina 0,20
x 10" mol L ¢) vazéo 0,2 mL min-t, neomicina 0,33 x 10~' mol L
L. d) vazéo 0,3 mL mint, neomicina 0,43 x 107" mol L1; e) vazéo

0,4 mL min‘1, neomicina 0,50 x 10" mol L

Figura 51. Espectro da interacdo das NPsAg-citrato 1:1 com
neomicina 10-® mol L't em diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min,
somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazdo 0,1 mL min-t, neomicina 0,20
x 10°® mol L ¢) vazéo 0,2 mL min-t, neomicina 0,33 x 10~ mol L-
1. d) vazéo 0,3 mL min't, neomicina 0,43 x 10 mol L1; e) vazéo

0,4 mL minl, neomicina 0,50 x 10 mol L

Figura 52. Espectro de diferentes vazdes e diferentes

concentracdes de neomicina

Figura 53. Espectros do efeito da diluicAo das NPsAg-citrato-1:0,5
(1); e interacédo das NPsAg-citrato-1:0,5 com neomicina 10 mol
Lt em diferentes vazdes (2): a) vazdo 0 mL mint, somente
NPsAg-citrato-1:0,5 b) vazédo 0,10 mL mint, neomicina 0,29 x 106
mol L c¢) vazdo 0,15 mL mint, neomicina 0,38 x 10~ mol L1; d)
vazdo 0,20 mL min't, neomicina 0,44 x 10 mol L'%; e) vazéo 0,25

mL min-1, neomicina 0,50 x 10 mol L

Figura 54. Espectro da interagdo das NPsAg-citrato-1:1 com
canamicina 108 mol L'! em diferentes vazées: a) vazdo 0 mL min-
1, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazédo 0,1 mL min-t, canamicina
0,20 x 108 mol L ¢) vazdo 0,2 mL min1, canamicina 0,33 x 108
mol L1; d) vaz&do 0,3 mL mint, canamicina 0,43 x 10® mol L; e)

vazao 0,4 mL min'1, canamicina 0,50 x 10® mol L?
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Figura 55. Espectro da interagdo das NPsAg-citrato-1:1 com

canamicina 10”7 mol L'* em diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min-

1, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazédo 0,1 mL min-t, canamicina

0,20 x 107" mol L ¢) vazédo 0,2 mL min-t, canamicina 0,33 x 10~/

mol L1; d) vaz&do 0,3 mL min1, canamicina 0,43 x 10" mol L%; e)

vazdo 0,4 mL mint, canamicina 0,50 x 10" mol L 145

Figura 56. Espectro da interacdo das NPsAg-citrato-1:1 com
canamicina 10 mol L'! em diferentes vazées: a) vazdo 0 mL min-
1, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazédo 0,1 mL min-t, canamicina
0,20 x 10 mol L ¢) vazdo 0,2 mL min1, canamicina 0,33 x 106
mol L%; d) vazédo 0,3 mL mint, canamicina 0,43 x 10 mol L?; €)

vazao 0,4 mL min-1, canamicina 0,50 x 10 " mol L 146

Figura 57. Espectro de diferentes vazdes e diferentes

concentracfes de canamicina na presenca de NPsAg-citrato-1:1 147

Figura 58. Perfil espectral de ressonancia plasmonica: a) NPsAg-

citrato 1:1 (linha preta); efeito da diluicdo da agua nas vazdes em

b) 0,1; c) 0,2 e) 0,3 e f) 0,4 mL min! (linhas vermelhas) e efeito da
interacdo das NPsAg-citrato com neomicina nas concentracdes

finais de d) 0,20, g) 0,33, h) 0,43 e i) 0,50 x 10® mol L (linhas

verdes) 148

.Figura 59. Processo de formacéo de camada de NPsAg no vidro

funcionalizado 149

Figura 60. Perfil espectral de ressonancia plasmoénica da

dispersdo da NPsAg-tartarato diluida em agua 1:4 149

Figura 61. Imagem MEV do substrato de vidro funcionalizado com
NPsAg-tartarato com umaanalise estatistica feito por uma analise

de digitalizacdo da imagem MEV através de um software 150
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1
Contextualizagao do trabalho e objetivos

1.1. Contexto

A microfluidica pode ser uma ferramenta para métodos sintéticos e
analiticos simples, rapidos e baratos. Nesse contexto foi desenvolvido o conceito
de microssistemas para analises totais (microTAS). Os microTAS, séo laboratérios
miniaturizados também conhecidos pelo termo lab-on-chip (LOC) (NOUVELLET
et al., 2015).

A miniaturizagdo primeiramente foi desenvolvida para aumentar o
desempenho analitico e/ou sintético devido a escala reduzida de macro para
micro. Com isso foi observado também algumas vantagens tais como: a reducéo
do volume de reagentes e amostras, baixo custo no processo de fabricagdo dos
dispositivos miniaturizados e reducdo no tempo de andlise e sintese (COLTRO et
al., 2007). Em tal sentido a miniaturizacdo € explorada em diversas areas da
Ciéncia com intencdo de respeitar os principios basicos da quimica verde.

A tecnologia de microrreator (TMR) busca desenvolver técnicas de
fabricagdo de aparatos mianuturizados com a possibilidade de serem acoplados
a sistemas de monitoramento continuo dos produtos e reagentes dentro da
mistura reacional. Assim como na miniaturizagdo o uso de TMR pode promover o
desenvolvimento de métodos simples, rapidos e baratos para determinacéo
analitica de substancias de interesse bioldgico.

A proposta do presente trabalho, conforme o Esquema 1, é avaliar o
potencial uso da tecnologia de reatores microfluidicos na sintese de
semicondutores de CdTe (telureto de cadmio) encapados com &cido tiogliclico
(TGA) em comparacdo a estabelecida sintese em batelada. Com o mesmo
objetivo foi implementado um sitema em fluxo para sintese de nanoparticulas
metalicas de prata estabilizadas com os ligantes citrato trissddico e tartarato de
sédio e potassio. O segundo obejtivo é avaliar o potencial desempenho analitico
das nanosondas NPsAg-—citatro com os farmacos: trissulfato de neomicina e
sulfato de canamicina, através do monitoramento da banda LSPR (superficie de
ressonancia plasmoénica localizada) por espectrofotometria de absorcdo UV-

visivel em fluxo continuo. Terceiro objetivo foi desenvolver filmes finos
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luminescentes em substratos de vidro e em matrizes poliméricas visando
potenciais sensores luminescentes e filmes finos de NPsAg-tartarato
substratos de vidro como potenciais biosensores LSPR.

Material
nanoestruturado

Teste

QDs CdTe-TGA QDs CdTe-TGA NPsAg-ligante
fluorimétrico em Sintese em Sintese em fluxo Sintese em fluxo
fluxo dos QDs Batelada continuo continuo

4 N\ )
NPsAg-tartarato NPsAg-Citrato
Filmes finos em Andlise UV-vis
substrato de em fluxo continuo
Filmes Filmes Filmes . vidro Interagéo
QDs-PMDS QDs-PVA QDs-Vidro Biosensor nanosonda/
LSPR farmaco
\ J \\ J

Figura 1.Visdo geral da proposta da presente dissertacdo Visdo geral da proposta da

presente dissertacao.

1.1.2.
Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo esta estruturada em 7 capitulos. No Capitulo 1 séo
apresentados o0s objetivos e uma revisdo bibliografica, na qual se faz um
apanhado das informacgfes pertinentes a respeito da microfluidica tendo como
base a tecnologia de microrreator (TMR), e a importancia da miniaturizagdo nos
processos quimicos sintéticos e analiticos. Seguidamente é relatada uma breve
fundamentacéo tedrica sobre espectroscopia de fotoluminescéncia associado aos
QDs e espectroscopia de absor¢cdo no UV-Visivel associada aos fenbmenos de
superficie de ressonancia plasménica (SPR) e superficie de ressonancia
plasmonica localizada (LSPR) de nanoparticulas metalicas. Relata-se
informacgdes e o0 estado da arte das aplicacdes sintéticas e analiticas utilizando os
guantum dots (QDs) e nanoparticulas metalicas (NPsM) em fluxo continuo, sendo
este objeto principal dessa dissertacdo. Ainda neste capitulo é ressaltada a
importancia para formacdo de filmes finos como nanosondas analiticas em
substratos so6lidos como vidro e em matrizes poliméricas.

No Capitulo 2 s&o descritos 0os materiais e reagentes utilizados nos

procedimentos experimentais usados na realizacao desse trabalho. Também séo
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relatadas as configuragdes instrumentais advindas de dispositivos microfluidicos
para sinteses e andlises em fluxo continuo. Os procedimentos experimentais
estdo divididos em duas partes. Na parte experimental | sdo descritos os
procedimentos abordados para sintese de QDs de CdTe-TGA (fluxo e em
batelada) e formagéo de filmes luminescentes em matrizes poliméricas e sobre
substratos de vidro. Na parte experimental Il sdo descritos os procedimentos
abordados para sintese e utilizacdo como nanosaonda de NPsAg em fluxo
continuo. Também € descrito o procedimento para formacédo de filmes finos de
NPsAg-tartarato sobre substratos de vidro.

No Capitulo 3 (Resultados e discusséao parte |) sdo descritos os resultados
obtidos na sintese de QDs de CdTe-TGA (em batelada e em fluxo), assim como a
caracterizacao e utilizacdo dos mesmos em filmes luminescentes.

No Capitulo 4 (Resultados e discusséo parte IlI) sdo descritos os resultados
obtidos na sintese de NPsAg-ligante em fluxo, e a aplicacdo como nonosonda
analitica em fluxo continuo com os aminoglicosideos trissulfato de neomicina e
sulfato de canamicina.

No Capitulo 5 sdo reportadas as conclusdes relacionadas com os objetivos
pretendidos neste trabalho. O Capitulo 6 descreve as inten¢des de trabalhos
futuros. E finalmente o capitulo 7 retne as referéncias bibliograficas utilizadas
como base para presente dissertacdo. No apéndice, encontra-se o trabalho
publicado nos anais do evento, Microwave and Optoeletronics Conference
(IMOC), 2015 SBMO/IEEE MTT-S International, no qual foi apresentada a lamina
de vidro silanizada e funcionalizada com NPsAg-tartarato produzida neste

trabalho.
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Objetivos

1.2.1.

Objetivo geral

Este

trabalho teve como objetivo geral sintetizar nanoparticulas

semicondutoras (QDs de CdTe-TGA) e metalicas (NPsAg) em fluxo continuo,

mediante o auxilio de microreatores tubulares para formagéo de filmes finos em

diferentes substratos, e avaliar a interacdo dessas naparticulas em fluxo continuo.

1.2.2.

Objetivos especificos

v

Estabelecer uma nova linha de pesquisa em microfluidica na PUC-
Rio.

Instalar sistemas microfluidicos para sintese e andlise em fluxo

continuo.

Sintetizar QDs de CdTe-TGA em batelada e caracterizar-los por
espectroscopia de fotoluminescéncia, espectroscopia UV-vis,
medicao de potencial Zeta e Infravermelho (IV-TF).

Ajustar as condicdes de sintese de QDs CdTe-TGA em fluxo

continuo.

Avaliar a formagdo de filmes finos luminescentes em matrizes

poliméricas a partir de QDs sintetizados em batelada.

Avaliar diferentes métodos de limpeza, hidroxilagéo e silanizagao de
substratos de vidro através da caracterizacdo pelo teste do angulo

de contato do substrato funcionalizado.

Ajustar as condic¢des de sintese de NPsAg-citrato e NPsAg-tartarato

em fluxo continuo.

Caracterizar NPsAg-citrato e NPsAg-tartarato por medicdo de

potencial Zeta, e espectroscopia UV-vis.

Estudar o efeito da interacdo entre canamicina e neomicina com
NPsAg-citrato com o auxilio de uma cela de fluxo acoplada a um

espectrofotbmetro.
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v" Produzir filmes finos de NPsAg-tartarato para potenciais biosensores
LSPR.

1.3.
Introducéo

1.3.1.
Tecnologia de reatores quimicos em microescala (MRT, Micro Reactor
Technology)

A tecnologia de microrreator (TMR) e a correspondente microfluidica sao
tecnologias de manipulag&o e controle preciso de fluidos de baixo volume entre
10 nL até 1 mL. O volume reduzido permite o estudo do comportamento da mistura
dos fluidos em dispositivos com canais de espessuras micrométricas (10 - 1000
pm), esses dispositivos sdo denominados de microrreatores fluidicos
(WHITESIDES, 2006).

O surgimento da microfluidica na década 1980 despertou atencédo da
comunidade cientifica tendo um crescente avango em seu desenvolvimento. A
microfluidica pode ser qualquer linha de investigagdo gerada a partir de
dispositivos que possuam microcanais, podendo envolver sua fabricagao,
manipulacdo de fluidos e outras utilizagbes praticas tanto no ambito analitico
(sensores, point-of-care, microTAS), como na sintese quimica (Lab-on-Chip)
(YAO et al., 2015). Machado e colaboradores classificam os dispositivos de fluxo
continuo segundo o volume de operagdo: macrorreatores (10 mL — 1L),
mesorreatores (100 uL — 10 mL), microrreatores (10 yL — 100 pL) e nanorreatores
(15 nL — 10 pL) (De Souza, 2014; Machado, 2014). Em geral, microrreator € um
termo genérico para micromisturadores estaticos e dinamicos (micromixer),
unidades de microaquecimento, microsensores e outros dispositivos que se
utilizem de microcanais. (ZHANG et al., 2016). Diversas areas do conhecimento
sdo abrangidas por essa tecnologia, tais como a Fisica, Quimica Analitica e
Sintética, Biologia, Biomedicina, Nanotecnologia, entre outras (SUN et al., 2016;
ZHANG et al., 2016).

O uso de pequenos volumes faz com que a TMR seja muito atrativa, por
proporcionar menor custo de solventes e reagentes, rapida resposta dos sensores
acoplados aos microrreatores, maior rendimento e seletividade nas rea¢fes, maior

controle do processo quimico, transferéncia rapida de calor e massa, menor
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energia/catalizador proporcionados ao sistema, e consequentemente, maior
seguranca/economia do processo em desenvolvimento. A facilidade e rapidez de
variar os parametros reacionais em tempo real, como por exemplo, concentragdes
de substratos e reagentes, tempo de residéncia, volume e taxa de vazao,
temperatura e pressao permite diminuir o tempo e os custos de optimizagéo do
processo reacional (RASHEED e WIRTH, 2011).

O uso de TMR associada ao sistema de fluxo continuo gera inimeras
vantagens, dentre elas destacam-se: (i) maior eficiéncia no controle de parametros
de reacdo e na mistura dos reagentes; (ii) menor custo na otimizacdo das
condicBes de reacdo; (iii) menor nimero de etapas do processo; (iv) eficiéncia na
mistura;(v) menor nimero de operagdes no isolamento do produto, e (vi) tempos
curtos para analise (DEMELLO, 2006; JANASEK et al., 2006; ELVIRA et al., 2013;
DE SOUZA, 2014).

Entender os varios fendmenos dentro do ambiente microfluidico é de
extrema importancia, pois os mesmos afetam diretamente o resultado da reacgéo.
A tensdo superficial, o efeitos elétricos, as intera¢cdes de Van der Waals e a
rugosidade superficial das paredes laterais do canal, tornam-se mais
significativos, e em sua maioria, dominam o0 movimento das particulas,
particularmente as de tamanho nanométrico (SONG et al., 2008). Alguns
fendbmenos que ocorrem em dispositivos microfluidicos sédo explicados por alguns
nameros adimensionais, como por exemplo, numero de Peclet (Pe), nimero de

capilar (Ca), numero de Reynolds (Re), ver equacao 1, entre outros.

Forcas Inerciais (1))
Re = == = B (1)

Viscosidade u

Na equacdo de Reynolds, p € a densidade do fluido,’ é a velocidade de
escoamento, D, é didametro hidraulico da tubulacéo e u é a viscosidade do fluido
(SQUIRES e QUAKE, 2005; OZBEY et al., 2016; SUN et al., 2016).

O numero de Reynolds € a razé@o entre a for¢ca inercial e a viscosidade,
sendo frequentemente utilizado em mecéanica dos fluidos para determinar o
regime de escoamento do fluido dentro de um tubo ou sobre uma superficie. A
parte fundamental do microrreator esta intimamente relacionada com o regime de
mistura, podendo ser regime pistdo, laminar ou turbulento conforme mostra a
Figura 2. (DE SOUZA, 2014; MACHADO, 2014).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

32

100 0 O 5

Fluxo
P —— Laminar
. DS~ A Fluxo
)0 O Turbulento

Figura 2. Tipos de fluxo de acordo com o regime de mistura. Adaptado de MACHADO et
al (2014).

O regime de escoamento turbulento ocorre quando as particulas em um
fluido se movimentam de maneira aleatéria, com uma trajetoria irregular ao longo
dos canais. O escoamento turbulento propicia uma melhor eficiéncia da mistura,
sendo favorecido pelo aumento da velocidade do fluxo, do nimero de Reynolds
(Re >10) e da viscosidade do fluido (MATE, 2014).

O regime de escoamento laminar (monofasico) ocorre quando um fluido se
movimenta ao longo de uma trajetéria em camadas. A mistura é favorecida por
difusdo sendo esse o principal mecanismo de mistura. O regime laminar é
favorecido pela baixa velocidade do fluxo, viscosidade elevada do fluido, e Re <10,
resultando em longos tempos de mistura. Em sistemas microfluidicos o tempo de
difusédo € menor em comparacdo com sistemas em batelada mesmo em regime
laminar, devido ao espaco muito curto em que o fluido estd confinado. Para
aplicacdes que requerem mistura rapida, estratégias como a adi¢édo de obstaculos
ou geometrias 3D sdo necessarias para incrementar a eficiéncia da mistura (SUN
et al., 2016; MA et al., 2017).

O regime de escoamento pistdo (multifasico ou segmentado) ocorre em
condicdes de fluidos imisciveis onde ocorrem sistemas bifasicos (fase
organica/fase aquosa ou fase gasosa/fase liquida), levando a formacédo de
microbolhas equidistantes entre si. Isso possibilita que rea¢cdes acontecam na
interface dos microambientes (espaco entre as microbolhas), devido
principalmente a agitagdo do tipo vortice apresentada no interior de esses
microambientes (MACHADO, 2014). Uma vantagem adicional de um sistema

multifasico € que o contato direto do liquido com o microcanal é impedido evitando
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o risco de entupimento do canal causado pela deposicdo de reagentes ou produtos
(MA et al., 2017).

1.3.1.1.
Fabricacdo de dispositivos microfluidicos

A pesquisa na area de microfabricacdo de dispositivos teve consideravel
crescimento no final da década de 1980. Desde entdo, pesquisas importantes
comecaram a ser desenvolvidas coma producdo de microchips em materiais
alternativos e baratos, tais como, o polimero elastdbmero de polidimetilsiloxano
(PDMS) (GUIJT, 2017).

Dispositivos microfluidicos podem ser fabricados por diversas técnicas, tais
como: (i) fotolitografia;(ii) modelagem; (iii) ablag&o a laser; e (iv) impressao direta.
Podendo ser fabricados a partir de polimeros, vidro, silicio, ceramica e aco. A
escolha dos materiais para a fabricacdo esté intrinsecamente relacionada com as
propriedades quimicas dos componentes dos fluidos, as condigbes de operagéo
e a viabilidade de fabricacdo. Os dispositivos de vidro sdo os mais utilizados em
fung&o de sua transparéncia e propriedades opticas, favorecendo as analises ou
aplicacdes em fotoquimica. Também possuem resisténcia interna, estabilidade
quimica e compatibilidade com solventes organicos e varios reagentes agressivos.
(DITTRICH, 2005; WHITESIDES, 2006; COLTRO et al., 2007). Um dos grandes
desafios da microfabricacdo € conseguir projetar um reator microfluidico com
geometria adequada para otimizar a eficiéncia de mistura e a transferéncia de
massa e calor com base nas caracteristicas de uma reacédo especifica. (SONG et
al., 2008; LAURINO et al., 2011; REN et al., 2013; TIAN et al., 2016).

1.3.1.2.
Instrumentagao integrada ao Microrreator

O microrreator miniaturizado apenas nao caracteriza um sistema
microfluidico de analise ou de sintese, requerendo que apoés a etapa de fabricagéo
do microrreator alguns instrumentos podem ser acoplados para o funcionamento
adequado ao sistema microfluidico de acordo com o tipo de aplicagcdo. O sistema
pode ser integrado a componentes, tais como, trocadores de calor com
controladores de temperatura, misturadores, bombas de injecdo e sensores
(HARTMAN e JENSEN, 2009; ILLG et al., 2016; SUN et al., 2016).

Um grande desafio € a adaptacdo desses aparatos instrumentais ao

dispositivo para microssistemas de analise ou sinteses. Idealmente, todas as
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etapas analiticas ou sintéticas do processo deveriam estar integradas no
dispositivo (COLTRO et al., 2007). Por exemplo, cabos de fibra 6tica podem ser
adaptados aos dispositivos microfluidicos de material transparente e a detectores
e fontes de luz para analises espectroscépicas em fluxo continuo. (YUE et al.,
2013). A injecdo das amostras para dentro do microrreator € de extrema
importancia, geralmente, é realizada por bombas seringas ou bomba peristalticas,
0 gue possibilita o controle do regime de escoamento e o tempo de residéncia.
Diversos estudos bioldgicos séo relatados utilizando microrreatores fabricados em
polidimetilsiloxano (PDMS), onde bombas seringas séo adaptadas para controle
do fluido, e técnicas espectroscopicas como espectroscopia de massa, UV-Vis,
fotoluminescéncia e sensores SPR, sdo utilizadas como retroalimentagéo
(feedback) para optimizagéo de uma sintese quimica, ou pela detecgdo de analitos
de interesse biolégicos (SIA e WHITESIDES, 2003).

1.3.1.3.
Applicagao sintética em fluxo continuo com monitoramento
on-line

A TMR tem grande potencial na realizacdo de rea¢des quimicas (ILLG et
al., 2016). A integracao online aos sistemas microfluidicos de técnicas de analise
quimica instrumental cromatogréafica (MA et al., 2009), eletroquimica (LIN et al.,
2015) e espectroscépica (WANG, N. et al., 2016) permite o controle direto do
processo sintético, possibilitando a automatizacdo e otimizacdo da reacgédo
(KRISHNAN et al., 2001; WAGNER e KOHLER, 2005; DITTRICH e MANZ, 2006;
HARTMAN e JENSEN, 2009; YUE et al., 2012; COUTO et al., 2015; MACEICZYK
et al., 2015)

As vantagens da TMR integrada as técnicas de monitoramento em tempo
real permitem o controle preciso das condigfes do processo, com uma taxa de
fluxo bem definida, mistura eficiente, distribuicdo de temperatura uniforme e
operacdo segura em uma ampla janela de processo. Além disso, torna-se um meio
atraente para a extracdo de informacgdes cinéticas e rapida aquisicdo de dados
(TAKAHASHI et al., 2007; SWAIN et al., 2017).

O monitoramento online da reacdo pode revelar a presenca de espécies de
curta duracao ou intermedidrios instaveis que podem ndo ser observados através
de andlise off-line (YUE et al., 2012). Um dispositivo em fluxo continuo com
monitoramento online permite o controle das variaveis (concentracdo, volume,

temperatura e pressdo) durante o processo reacional, corrigindo-as, caso seja
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necessario, de maneira segura e inteligente (KRISHNADASAN et al., 2004). Uma
vez ajustados os parametros durante o processo, as amostras requerem bem
menos etapas de purificacdo. Todavia, podem ser integrados aos processos de
multietapas, em série ou em paralelo, com microrreatores desenhados
especificadamente para eliminar subprodutos da reacdo, via extracdo
liquido/liquido, ou cromatografia (VIOL et al., 2011).

A sintese quimica em fluxo evoluiu muito nas dltimas décadas, no entanto,
ainda possui algumas limitagdes, tais como: (i) baixa compatibilidade e
termossensibilidade (> 80 °C) dos substratos poliméricos, dos quais o0s
dispositivos sdo fabricados, com os solventes utilizados; (i) entupimento dos
canais nos casos de fluidos com alta densidade, e precipitacdo ou sedimentagéo
de produtos e reagentes; (iii) microrreatores de alta qualidade, ainda possuem alto
custo de fabricagéo; (iv) pouca integracao de técnicas de caracterizagdo em tempo
real devido ao custo de miniaturizagdo dos dispositivos espectroscopicos
integrados; (v) Dificuldade na purificagdo em linha (MA et al., 2017).

Zhang et al. (2016), fizeram uma revisdo bibliografica fornecendo
informacfes pertinentes e atualizadas sobre a aplicacdo da quimica em fluxo
continuo na separacdo e extracdo de compostos inorganicos e na sintese de
estruturas organometdlicas, polioxometalatos e compostos organometalicos. Os
autores indicaram como principais desafios neste tipo de técnica: a dificuldade na
separacdo do catalisador do meio reacional, e 0 entupimento dos canais
microfluidicos pelos materiais inorganicos, que embora sejam minimizados por
novas geometrias e modulacdes, ainda sdo recorrentes.

Takahashi et al. (2007) desenvolveram um microchip de interface de RMN
com o0 monitoramento em tempo real de reagdes quimicas. O dispositivo de
microchip, denominado MICCS (Micro Channeled Cell for Synthesis monitoring),
foi inserido num tubo de amostra de RMN de 5 mm. A temperatura de reagéo e o
tempo de reacdo no dispositivo puderam ser facilmente alterados, ajustando a
temperatura da sonda de RMN e alterando as taxas de fluxo, respectivamente.
Segundo os autores, o dispositivo desenvolvido pode ser facilmente utilizado
como método de deteccdo qualitativo para a sintese baseada em microchip.

Yue e colaboradores (2013) utilizaram um chip microfluidico, desenvolvido
por guias de onda TriPleX (baseada no empilhamento de camadas alternadas de
SiO; e SisN4, usando deposicado de vapor quimico de baixa pressao), com guias
de onda integradas na detec¢do em linha de UV/Vis sob fluxo segmentado. Nesse
sistema, o fluido é transportado através de um microcanal tipo U gravado em silica

fundida. Os experimentos com o sistema de integracdo Microchip-UV/vis
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mostraram que a concentragéo da fase liquida e os detalhes do fluxo segmentado
podem ser determinados a partir dos espectros UV/Vis que foram adquiridos em
alta resolucéo temporal (2 ms).

Liu et al. (2014) demonstraram com sucesso a sintese de fluxo continuo
de um importante material aluminofosfato microporoso cristalino, AIPO4-5. O
desenvolvimento de um processo de fluxo continuo para sintese de materiais
microporosos cristalinos € extremamente desafiador devido a cristalizacéo lenta
dos materiais microporosos. A sintese continua de AIPOs-5 foi conseguida
combinando o método por nucleacdo, com um reator de fluxo continuo. Os
resultados mostraram que a fase Unica AlIPO4-5 foi obtida apés a sintese de 1 min
no reator de fluxo continuo. Durante a rea¢do, um processo continuo estavel foi
mantido para minimizar quaisquer falhas hidrodinAmicas provocadas pela
precipitacdo de produtos solidos. Essa nova metodologia de producéo de cristais
Mesoporosos com microrreatores mostrou-se promissora para escala industrial,
visto que, apresenta baixo custo de producéo, rendimento significativos e pouco
gasto energético.

Swain et al. (2017) demonstraram a reprodutibilidade para sintese
recombinada de nanoparticulas de CdSe acoplando os microrreatores a um
sistema de HLPC constituido de quatro bombas peristélticas e detectores
fotoméricos de absorgéo e fotoluminescéncia no UV-vis. Foi utilizado um reator
microfluidico de controle programavel e detectores online. Trés parametros
operacionais foram otimizados: o tempo de reacdo, a razdo de concentragéo
molar dos precursores cadmio e selénio (Cd/Se) e as concentracdes dos ligantes
foram otimizados pelas caracteristicas Opticas. Os diametros das particulas
sintetizadas aumentaram com um aumento no tempo de reacdo e com a
concentracéo de precursores. O tempo médio correspondente para cada condi¢ao
de reagcdo para se obter os foi de aproximadamente 10 min. O sistema
combinatorio (controle da concentragdo do precursor, da taxa de fluxo e outros
parametros fisicos e instrumentais) foi considerado promissor, podendo ser usado

para sintetizar QDs-CdSe sem usar equipamentos caros.

1.3.1.4.
Microssistemas para analises totais (microTAS)

Definido pela primeira vez em 1990, o microssistemas para analises
totais (UTAS do inglés: Micro Total Analysis System) enfatiza a funcéo analitica de

um chip microfluidico (Dittrich e Manz, 2006). Segundo Valera et al., (2010), os
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reatores microfluidicos sédo conhecidos como laboratérios miniaturizados (LOC do
inglés lab-on-chip). S&o sistemas/dispositivos com estruturas tridimensionais
construidos a partir de vidro, quartzo, polimeros, ou metais, contendo microcanais
na qual os fluidos podem ser manipulados por eletrocinética, pressao ou por fluxo
de bombeamento.

Esses dispositivo lab-on-chip, também conhecidos como sistemas (UTAS),
podem integrar as funcdes de laboratério de maneira miniaturizada. Tais funcbes
podem ser de separacao, reacdes quimicas, degradacéo, andlise de componentes
de uma mistura ou sensores analiticos. Os LOC/UTAS podem ser acoplados a
dispositivos eletrbnicos que, transformam impulsos eletrénicos e opticos em
informacg0des, possibilitando uma facil automagéo dos sistemas em interesse. A
utilizacdo desses dispositivos no campo ambiental e clinico originou o termo
pontos de cuidado (POC do inglés poin-of-care), o que impulsionou
desenvolvimento de sistemas analiticos na microescala, permitindo a
miniaturizacao de técnicas convencionais (COLTRO et al., 2007; FAN et al., 2008).
Pontos de cuidado baseiam-se em testes de diagnésticos rapidos e simples. O
teste rapido poderia permitir a triagem precoce dos pacientes, reduzindo
substancialmente o tempo e custo de diagnostico. O tempo reduzido pode ser
determinante para uma decisao fatal na escolha da terapia ou a contencéo de uma
epidemia. A deteccdo antecipada de agentes infecciosos € fundamental para o
diagndstico precoce e para o tratamento de doencas infecciosas. (NOUVELLET
et al., 2015).

A Nanotecnologia proporciona aplicacdo no ambito diagndsticos médicos e
biossensores relacionados a ciéncias da saude (TOKEL et al., 2015; YOCKELL-
LELIEVRE et al., 2015; VANDER WIEL et al., 2017). Uma forma de diagnésticos
simples e de baixo custo sdo os dispositivos do tipo Dipstick (varetas de fluxo
lateral), e dispositivos microfluidico analiticos feitos de papel (WPADs) (WANG et
al., 2012). Feitos de papel refere-se a materiais celuldsicos (KOEV et al., 2010;
YETISEN et al., 2013). A microfluidica baseada em papel emergiu como uma
plataforma de pontos de cuidado para analise qualitativa (Balu et al., 2009;
Ballerini et al., 2012). Atualmente, a microfluidica & base de papel é considerada
uma tecnologia de baixo custo, simples e biodegradavel. Li et al. (2017)
desenvolveram um dispositivo microfluidico baseado em papel utilizando pontos
guanticos fotoluminescentes (QDs) combinados com polimeros. O dispositivo foi
utilizado para reconhecimento especifico e deteccdo sensivel, baseados na

supressdo de fotoluminescéncia dos QDs na presenca de ficocianina. Os
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resultados revelaram que o método exibiu uma resposta dindmica a ficocianina na

faixa de 10 a 50 mg L* com um limite de deteccéo de 2 mg L.

1.3.2.
Espectroscopia de fluorescencia/luminescencia associado aos QDS

1.3.2.2.
Nanomateriais semicondutores

Os nanomateriais ganharam crescente atengdo devido ao excelente
desempenho baseado em suas diferentes caracteristicas quimicas e fisicas. (SUN
et al., 2000; CHEN et al., 2017). A formacdo de um material nanoestruturado
ocorre a partir do empacotamento de varios atomos em uma rede ordenada.
Nessa nova configuragdo os orbitais moleculares sdo sobrepostos e rearranjados
energeticamente, levando a uma nova estrutura eletrdnica, que é semelhante aos
orbitais moleculares precursores, denominada de estrutura de bandas (FREITAS,
2015).

Na estrutura de bandas (Figura 3), a banda de menor energia é chamada de
Banda de Valéncia (BV), onde nenhum elétron presente pode transitar, enquanto
a banda de maior energia é chamada de Banda de conducgédo (BC), onde os
elétrons estao livres para se moverem. Existe uma diferenca de energia entre as
novas bandas, chamada de lacuna de energia ou “bandgap” (Eg). A classificagao
dos materiais cristalinos € dada de acordo com os valores de Eg. Quando Eg é
igual a zero, os elétrons se movimentam livremente de BV para BC, o material é
chamado de condutor ou metélico. Quando Eg = 4 eV, o material é isolante.
Quando Eg encontra-se entre 0 — 4 eV, o material é classificado como
semicondutor (FREITAS, 2015; SALGADO; VALENTINI, 2015).

Os semicondutores sé@o geralmente definidos como materiais que possuem
resisténcia elétrica no intervalo entre 102 — 10° Q cm™. Esses materiais
apresentam uma banda de conducéo vazia e uma banda de valéncia preenchida,
ambas possuem energias proximas (Figura 3). Alternativamente, sdo definidos
como materiais que possuem Eg entre 0 e 4 eV. Excedendo a esta definicdo, o
diamante que é considerado um semicondutor (Eg = 6 eV) e o arseneto de galio
(GaAs), considerado um semi-isolante (Eg = 1,5 eV) (YU; CARDONA, 2010).
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Banda de conducéo
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Banda de Valéncia

Figura 3. Estrutura de bandas para materiais semicondutores. Adaptado de Atkins e Jones
(2006).

Quando um semicondutor é aquecido, elétrons sdo excitados de BV para
BC, podendo se deslocar por todo o material. Por esse motivo, a resisténcia desse
tipo de material diminui com o0 aumento da temperatura (ATKINS e JONES, 2006).
A forte dependéncia da condutividade em relacdo ao aumento de temperatura
deriva de uma dependéncia exponencial do tipo Boltzman, da populagdo de
elétrons na banda superior. Que pode ser representada por uma expressao
exponencial do tipo Arrhenius, Equagéo 2 (SHRIVER e ATKINS, 2008).

o = o,e F9/2kT )

Na equacédo 2, o é a condutividade elétrica, k é a constante de Boltzmann,
Eg é o valor da energia de gap, e T é a temperatura termodinamica. Fazendo-se
uma aproximacao, a condutividade de um semicondutor pode ser expressa com a
energia de ativacao (Ea) igual a metade da separacao energética (Eg), conforme
a equacdo 3 (SHRIVER e ATKINS, 2008).
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Quando um féton é absorvido por um material semicondutor, um elétron é
promovido para a banda de conducéo, deixando um buraco na banda de valéncia.
Um éxciton, uma quasi-particula, tem um estado de energia no intervalo de banda
de semicondutores devido a atragdo Coulémbica entre o elétron e o buraco, Figura
4 (SMYDER e KRAUSS, 2011).

mm—————- - éxciton

f\.,—-"‘\v A
\\__,,’\’
Eg

hv = Eg

Figura 4. Excitacdo de um elétron por um féton de energia superior ou igual a Eg, indo da
BV para a BC. Adaptado de Smyder e Krauss (2011) e Freitas (2015).

Varias espécies quimicas apresentam semicondutividade, como por
exemplo, 6xidos (TiO2, ZnO, MoOs, WO3, V205, SnO2, Ag20, Fe;03, NiO,), sulfetos
(Zns, CdS, MoS,, PbS, Ag:S), selenetos (CdSe, PbSe, HgSe) e iodetos (Agl).
Alguns elementos dos grupos V e VI da tabela periddica, tais como fésforo (P),
enxofre (S), selénio (Se) e telurio (Te), sdo também semicondutores. Os atomos
nestes cristais podem ser trés vezes (P), duas vezes (S, Se, Te) ou quatro vezes
coordenado. A familia dos semicondutores forma uma das mais versateis classes
de materiais conhecidos (YU e CARDONA, 2010).

Ao reduzir o tamanho dos materiais semicondutores para a escala
nanomeétrica pode-se ajustar diretamente o0s estados eletrbnicos e as
propriedades Opticas associadas (SMYDER e KRAUSS, 2011). Quanto menor o
nanocristal, maior o bandgap efetivo e maior a energia de emissao 6tica resultante
da recombinacgéo de elétron-buraco (KIRCHOFF, 2003).
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1.3.2.3.
Propriedades elétricas

Em semicondutores na escala macroscépica, raramente sdo observados
éxcitons a temperatura ambiente, devido a baixa energia de ligacéo do elétron ao
buraco (ALIVISATOS, 1996). Quando o tamanho fisico do semicondutor é
reduzido abaixo do Raio de Bohr do éxciton (ag), este ndo é mais livre para se
mover e, devido ao seu carater ondulatorio, sente os efeitos dos limites fisicos do
cristal. Este efeito é chamado de confinamento quantico, pois expde a natureza
guantica do éxciton ao tamanho do cristal (YU, 2010). O confinamento
guantico ocorre guando os elétrons se movem numa regido muito pequena, tais
como pontos de quantum de menos de 10 nm. Este efeito faz com que as
propriedades eletrénicas e Opticas dos pontos quanticos sejam determinadas pelo
seu tamanho (YERGA, 2012).

Os fenbmenos fisicos basicos de confinamento quantico surgem por
mudancas na densidade de estados eletrbnicos e podem ser entendidos
considerando a relagdo entre posicdo e momento em particulas livres e
confinadas, descrita na Equacgéo 4 (ALIVISATOS, 1996):

ApAx = h/2 (4)

onde: Ap e Ax sdo as incertezas na posi¢cao e do momento de uma particula,

respectivamente; e h € a constante de Planck reduzida.

Para uma particula livre ou uma particula em um potencial periédico, tanto
a energia quanto o momento do cristal Ak podem ser precisamente definidos,
enquanto a posi¢cao ndo. Para uma particula livre, a dependéncia da energia no
vetor de onda é quadratica, Equacédo 5 (ALIVISATOS, 1996).

E = hk?/2m (5)

Na aproximacdo de massa efetiva, supde-se que essa relacdo se mantenha

para um elétron ou buraco no potencial periédico do semicondutor, com uma
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massa reduzida que € inversamente proporcional a largura da banda
(ALIVISATOS, 1996).

A medida que a escala de comprimento do sistema é reduzida para a
nanoescala, o tamanho e as propriedades dos semicondutores sdo alterados.
Existem dois efeitos principais que ocorrem com a variacdo de tamanho: (1) o
efeito quantico, onde devido ao confinamento de elétrons as bandas de energia
sdo substituidas por estados de energia discretos, levando a casos em que 0s
materiais condutores podem se comportar como semicondutores ou isolantes, e
(2) o efeito classico, em que o caminho livre médio para dispersao inelastica torna-
se comparavel com o tamanho do sistema, levando a uma reducao nos eventos
de dispersdo (SCHODEK et al., 2009).

Quando os semicondutores possuem as trés dimensdes espaciais acima da
nanoescala sao definidos como “bulk”. Quando alguma das dimensdes é reduzida
a um tamanho inferior a 100 nm, os semicondutores sdo classificados como
nanomateriais. Em nanomateriais 2D com uma dimensdo na nhanoescala,
classificados como nanofilmes, o confinamento quéantico ocorrerd ao longo da
dimens&o da espessura. A medida que a espessura é reduzida para a nanoescala,
ocorre uma reducdo no numero de estados de energia disponiveis para a
conducao de elétrons ao longo da direcdo da espessura. No caso dos
nanomateriais 1D, classificados como nanotubos, hastes ou nanofios, o
confinamento quéantico ocorre em duas dimensfes, enquanto o movimento
irrestrito ocorre somente ao longo do eixo longo do nanotubos. Para nanomateriais
0D, denominados de quantum dots (QDs), o movimento de elétrons esta
totalmente confinado ao longo das trés dimensdes em escala nanométrica
(SCHODEK et al., 2009; FREITAS, 2015).

Em QDs semicondutores, a formagé&o do cristalito € extremamente pequeno
a ponto do elétron excitado e o buraco ficam fisicamente confinados a uma
separacdo menor do que seu raio de Bohr, fornecendo um sistema de materiais
reais para o modelo de funcdo de energia potencial da mecanica quantica,
denominado modelo de "particula em uma caixa" (ALIVISATOS, 1996; SMYDER
e KRAUSS, 2011). Em QDs planares e verticais, o confinamento eletrostatico leva
tipicamente a dimensfes em torno de 100 nm e o confinamento estrutural € da
ordem de 10 nm. Entretanto, as dimensdes desses nanomateriais dependem
principalmente dos precursores usados para prepara-los (Wang, P. et al., 2006;
SOUAF et al., 2015)
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1.3.2.4.
Quantum dots(QDs)

Quantum Dots (QDs), também conhecidos como pontos quéanticos ou
nanocristais semicondutores luminescentes sdo uma classe de luminéforos
inorganicos com propriedades fotofisicas Unicas. QDs sdo compostos por
elementos dos grupos Il a VI, lll a IV, ou IV a VI, com os tamanhos que variam de
1 a 10 nm, podendo conter de 100 a 100.000 atomos por nanoparticula.
(GOLDMAN et al., 2004; MEDINTZ et al., 2006; PARRA et al., 2013). Esses
nanocristais possuem grande fotoestabilidade, valores de tempo de vida que
variam de 10 a 100 ns, grande deslocamento de Stokes (> 50 nm) e valores de
rendimento quantico que chegam a 80% (SMYDER e KRAUSS, 2011). Esses
nanomateriais fluoréforos estdo entre os materiais de nanoescala que mais tém
sido investigados nas Ultimas duas décadas, tanto do ponto de vista fundamental
quanto da sua exploragdo como materiais ativos em uma ampla variedade de
aplicacdes (DORFS et al., 2011).

1.3.2.5.
Sintese de quantum dots em fluxo

Devido as propriedades Opticas fortemente dependentes do tamanho, as
técnicas mais usadas para a caracterizacdo de QDs sdo a espectroscopia de
absorcao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e fotoluminescéncia (PL). A
principal banda nos espectros UV-Vis é devida a transigao eletrénica fundamental
e, experimentalmente, se observa que a largura da banda é dependente da
distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas (NPs) e sua posicado fortemente
dependente do seu tamanho (VIOL et al., 2011).

A tradicional sintese coloidal de QDs usam condi¢des muito hidrofébicas
(produzindo QDs sollveis em solventes ndo-polares, tais como, cloroférmio ou
tolueno). No entanto, quase todas as aplicagfes biologicas requerem a utilizacao
de solugcdes aquosas. Os QDs devem ser modificados com ligantes de cadeia
curta de superficie que contem grupos tidis ou aminas para aumentar a sua
solubilidade em &gua. A natureza dos ligantes influencia fortemente nas
propriedades oOpticas dos QDs aquosos (WENG et al., 2006; SILVA et al., 2010;
SILVA et al., 2012; ESTEVE-TURRILLAS e ABAD-FUENTES, 2013; GUI et al.,
2013). Em meios aquosos, Silva e colaboradores, (2012), compararam a influéncia

dos ligantes do tipo tiol (acido mercaptopropiénico (MPA), o acido tioglicélico
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(TGA), e glutationa (GSH)) em QDs de telureto de cadmio. A taxa de crescimento,
distribuicdo de tamanho e rendimento quantico depende fortemente do tipo de
ligante de superficie utilizado. Por exemplo, enquanto TGH se liga muito
fortemente a superficie do nanocristal inibindo o crescimento, o uso de GSH
resulta na cinética de crescimento mais rapido. Esta modificacéo da superficie dos
QDs torna facil uma futura conjugacdo com biomoléculas, desta forma é
determinante a escolha do ligante (GE et al., 2008; SILVA et al., 2012; ESTEVE-
TURRILLAS e ABAD-FUENTES, 2013; VALE et al., 2015).

A obtencdo dos QDs tem uma etapa de nucleacdo e outra de

crescimento. Os gquantum dots obtidos sédo estaveis em meio organico.

Nanoparticulas de distribuicAo de tamanho desejados s6 podem ser
obtidas se, e somente se, 0 crescimento parar no momento certo, ou seja, quando
as nanoparticulas ainda estédo na faixa de tamanho nanométrico desejado. Nesse
contexto, o controle de agregacdo das nanoparticulas de modo a obter uma
distribuicdo de tamanho de particula estreita deve ser feito. Para tal, a reacéo deve
ser controlada para assegurar que a nucleagéo tenha um periodo tdo curto quanto
possivel e ndo mais ocorra agregacdo e coagulacédo de particulas individuais
durante o crescimento. (NAKAMURA et al., 2004; YANG et al., 2009; MARRE e
JENSEN, 2010; LIU et al., 2014; LIN et al., 2015; WATT et al., 2015; MA et al.,
2017; SWAIN et al., 2017)

A microfluidica é utilizada para obter nanoparticulas com maior
monodispersdo em comparacdo a métodos tradicionais, que requerem etapas
posteriores de purificagdo para este fim. (SONG et al., 2008; HARTMAN e
JENSEN, 2009; YANG et al., 2009)(DITTRICH, 2005; MA et al., 2017).

Krishnadasan e colaboradores (2004) descreveram um sistema de sintese
de CdSe em reatores microfluidicos de fluxo continuo e monitoramento em tempo
real pela detec¢do da fotoluminescéncia, utilizando cabos de fibra oOptica e o
Espectrémetro (S2000, Ocean Optics) conectados diretamente ao microrreator,
demostrando um sistema simples para monitoracdo da sintese de QDs-CdTe em
fluxo.

Lignos et al. (2014) realizaram a integracdo de uma plataforma microfluidica
a um sistema de deteccdo de fotoluminescéncia para a sintese controlada e
reprodutivel de quantum dots de calcogeneto de chumbo (QDs-PbS, QDs-PbSe).
O estudo mostrou pela primeira vez que 0 monitoramento em tempo real do
processo sintético permite uma otimizacao rapida das condicGes de reacdo e a

sintese de nanocristais de PbS de alta qualidade com emissao no intervalo de 765
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a 1600 nm, sem qualquer processamento pés-sintético, e nanocristais de PbSe
emitindo de 860 a 1600 nm, mostrando controle e estabilidade do reator.

Wang et al. (2005) e colaboradores demonstraram que a sintese de QDs-
CdSe recobertos com ZnS em microrreator tubular (Dintermo= 200 pm e 80 cm de
comprimento) com injeg&do por bomba-seringa, alcangou um rendimento quéntico
de fotoluminescéncia acima de 50% e um pico de fotoluminescéncia de largura
total a meia altura (FWHM) de cerca de 32 nm. A superficie dos QDs-CdSe/ZnS
sintetizados obteve alta hidrofilicidade, mantendo o rendimento quantico elevado.
Os autores mostraram que o controle preciso do tempo, conseguido utilizando um
microrreator, € de fundamental importancia para evitar a formacdo de muitas
particulas isoladas e a deterioracdo da luminescéncia.

Yang e colaboradores (2009) reportaram a eficiéncia e reprodutividade na
sintese de CdSe em fluxo continuo. Resumidamente, o sistema microfluidico
compreendeu-se de um microaguecedor convectivo e um capilar em forma de
serpentina de politetrafluoroetileno (PTFE) com Dinemo de 300 micrometros. Os
fendbmenos observados facilitaram a preparacao de uma série de tamanhos de
nanoparticulas de CdSe somente pela variacdo do tempo de residéncia 2-160
segundos, produzindo alta eficiéncia quantica (35-55%) e mantendo uma faixa de
FWHM estreita (26 - 31 nm), importante para uma distribuicdo monodispersa.

Varios fatores influenciam a nucleacdo e o crescimento dos quantum dots,
dentre eles, atemperatura € a mais influente (Yen et al., 2005). Nessa perspectiva,
Tian et al. (2016) demonstraram a viabilidade na sintese rapida de quantum dots
de CulnS,/ZnScom alta qualidade, utilizando microrreator sob vazéo e
temperatura adequadamente controladas. Os nanocristais QDs-CulnS; e QDs-
CulnS,/ZnS exibiram fotoluminescéncia com rendimento quantico (QY) de 20 a

30% e 50 a 60%, respectivamente.

1.3.2.6.
Aplicagoes analiticas de nanosondas semicondutoras,
quantum dots

Os QDs possuem pequenas mudancas de Stokes (a diferenca entre o
comprimento de onda maximo de fotoluminescéncia e o comprimento de onda
maximo de absorcédo), podendo ser excitados em energias muito acima de seu

bandgap, 0 que os torna muito mais verséateis para algumas aplica¢des. Seus
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amplos espectros de emissdo permitem a excitacdo simultdnea de diferentes
tamanhos de particulas em um anico comprimento de onda com emissdo em
multiplos comprimentos de onda. O que os tornam excelentes no desenvolvimento
de sensores (GOLDMAN et al., 2004; VALE et al., 2015). A cor emitida pelos QDs
pode ser alterada controlando-se o seu tamanho. Os pontos quanticos pequenos
emitem luz azul, verde ou amarela e os pontos maiores brilham nas cores laranja,
vermelha ou cinza (OLSSON et al.,, 2011). O alto brilho e a fotoestabilidade
extrema dos QDs permitem a deteccdo ultrassensivel ao nivel de uma Unica
molécula durante periodos de excitacdo prolongados (SUMMERS et al., 2010).

Um dos motivos da grande utilizacdo de QDs em biossistemas € a
capacidade de adaptar as suas propriedades de superficie com ligantes para
alcancar hidrofilicidade e estabilidade aquosa e orientar QDs para biomoléculas
ou organelas especificas, tais como nucleos de células. Nesse sentido, Shen et
al. (2010) desenvolveram uma metodologia de sintese de quantum dots seleneto
de cadmio QDs-CdS coloidais estaveis, utilizando um ligante bidentado a base de
1,2,3-triazol (TA) com polietilenoglicol (PEG). Os novos tipos de QDs-CdS
coordenados superficialmente com TA foram submetidos a testes de coloracdo
das células cancerigenas: carcinoma cervical humano (Hela), carcinoma
pulmonar humano (A549) e carcinoma hepatico humano (HEP G2) e
apresentaram forte afinidade inesperada com nucleos das células cancerigenas,
fornecendo pistas interessantes sobre a concepc¢ao de novos farmacos antivirais
(SHEN et al., 2010).

Recentemente, alguns grupos de pesquisa desenvolveram QDs com
modificagbes superficiais para utilizar em aplicacdes bioldgicas, dentre eles,
nanocristais de CdSe/ZnS dopados com Cu (SUN et al., 2000); CulnS./ZnS
revestido por silica (FODA et al., 2014); CulnS,/ZnS funcionalizado com glutationa
(GSH) (ZHAO et al., 2015); pontos quéanticos CulnZn,S,:+x funcionalizado com
peptideo como nanosondas (MICHALSKA et al., 2016)

A natureza semicondutora e a fotoluminescéncia tém possibilitado a
aplicacdo desses nanomateriais em varias areas de interesse tecnoldégico como
dispositivos optoeletrénicos, amplificadores de midia para telecomunicagdes,
(SMITH et al., 2008; VIOL et al., 2011; ESTEVE-TURRILLAS e ABAD-FUENTES,
2013)

Na nanomedicina tem-se destacado por apresentar uma excelente interacao
com amostras biol6gicas (CONDE et al., 2014), o que os torna Uteis para
aplicacdes em imagens biomédicas e diagndsticas (OLSSON et al., 2011; WENG
e NEETHIRAJAN, 2016). Os QDs sdo superiores, aos corantes organicos por
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serem mais brilhantes e mais resistentes a degradacdo fotoquimica, tem mais
estabilidade quimica e apresentam sinais de fotoluminescéncia eficientes e
estaveis (WENG e NEETHIRAJAN, 2016). A interagdo direta do analito na
superficie dos QDs provoca o aumento ou extingdo da luminescéncia. As
primeiras aplicagfes analiticas de QDs foram baseadas na sua utilizagdo como
sondas e sensores (ESTEVE-TURRILLAS e ABAD-FUENTES, 2013).

Os QDs podem ser conjugados com diferentes biomoléculas, tais como:
proteinas, anticorpos, aptameros, oligonucleétidos, etc., obtendo uma
nanoparticula Unica com propriedades de ambos 0s materiais, isto €, propriedades
Opticas dos QDs e as propriedades biolégicas da biomolécula, como mostra a
Figura 5. A bioconjugacdo atribui a sonda especificidade, por exemplo
reconhecimento antigeno-anticorpo (WENG et al., 2006; CHOUHAN et al., 2010).

.\SA/IOL OH - > ‘S/\/ﬁ\N-
I

EDC H,

Figura 5. Bioconjugacdo de QDs-MPA com proteina, utlizadocadalizador EDC (1-Etill-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, para amidacdo. Adaptado de Weng et al. (2006)

As vantagens da microfluidica, mencionadas anteriormente, foram integradas aos
biosensores fluorescentes (TAVARES et al., 2012; NOOR et al., 2013
STANISAVLJEVIC et al., 2015). Chouhan e colaboradores, (2010) propuseram
um imunosensor em fluxo continuo, para a quantificagdo do pesticida metil
paration. A alta sensibilidade do imunosensor foi devido a reacdo imunoldgica de
alta especificidade antigeno-anticorpo. A andlise quantitativa do pesticida foi
monitorada por fluoroimunoensaio competitivo entre o pesticida livre e o pesticida
conjugado com QDs por meio do ligante albumina bovina (BSA) em um sistema
de injecdo de fluxo simples (FIA). Neste sistema FIA, uma coluna de imunorreator
(comprimento 3 cm e Dinermo = 0,2 cm) foi revestida com anticorpos anti-MPIgY
(concentragdo de anticorpos de 20 ug mL ). A coluna foi condicionada com 2 mL
de tampéo fosfato salino (PBS) a uma vazéo de 50 yL min 1 durante 6 minutos
utilizando uma bomba peristéltica. Foi possivel detectar MP em um intervalo linear
de 0,1 — 1,0 ng mL ** com um coeficiente de regressdo R?> = 0,9905, com alta
sensibilidade (LOD 0,1 ng mL 'em A&gua). Weng e Neethirajan (2016),
funcionalizaram nanotubos com quantum dots de oxido de grafeno (OG) como

nanosenor para deteccdo rapida, simples e sensivel de alérgenos (A hl) de
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alimentos. Para o biosensor foi utilizado como nanosonda um complexo de Qds-
aptamero-OG. A alteracdo na fotoluminescéncia ocorreu apos aproximadamente
10 min de interac¢é@o do alérgeno com a nanosonda, com um limite de detecgéo de
56 ng mL™.

Aucelio et al. (2017), estudaram e compararam as interagdes entre 14
flavonoides com QDs de CdTe-MPA em meio aquoso e a importancia do CTAB
como mediador dessas interacdes. O estudo mostrou que da interacéo entre QDs
e flavonoides, na auséncia de CTAB, os grupos hidroxila no anel-B flavonoide e a
extensao eletrdnica de conjugacdo sao determinantes para permitir a interacdo
que leva a extincdo da fotoluminescéncia (de natureza estatica). A sensibilidade
das curvas determinadas pelo modelo de Stern-Volmer (Ks) indicou que a
guercetina interage mais fortemente com QDs. Utilizando a mesma metodologia,
Khan e colaboradores (2017) demostraram a eficAcia do método para
determinagdo de histamina em amostras de atum com a diminuicdo da
fotoluminescéncia emitida a partir de QDs CdTe-TGA. A interagdo entre os QDs
CdTe-TGA com a histamina parece ser de natureza eletrostéatica, resultando numa
extingdo do sinal. A supressao da luminescéncia do tipo estética ocorre quando
ha formag&o de um complexo nanosonda-analito (MOLINA-BOLIVAR et al., 2016;
KHAN et al., 2017).

1.3.3.
Espectroscopia UV-VIS associado aos fenomeno SPR e LSPR de
nanoparticulas metalicas

1.3.3.1.
Nanoparticulas Metélicas e Estabilizadores

Nanoparticulas metélicas (NPM) tém sido utlizadas ha séculos,
principalmente por suas propriedades Opticas. Os primeiros relatos do uso de
nanoparticulas metalicas datam de épocas bem anteriores & ciéncia moderna,
onde nanoparticulas (NPs) de cobre, prata e ouro eram usados por produzir efeitos
coloridos em vidros e ceramicas (WILCOXON, 2012).

Estudos mostraram que o tamanho, morfologia, estabilidade e propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas metalicas sé@o fortemente influenciados pelas
condicBes experimentais, pela cinética de interagcdo de ions metalicos com

agentes redutores e por processos de adsor¢cdo de agente estabilizante com
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nanoparticulas metélicas (IRAVANI, 2014). O desenvolvimento de uma
metodologia de sintese que controle a morfologia de nanoparticulas metalicas tem
sido um dos principais desafios dos pesquisadores da area de nanotecnologia,
uma vez que muitas das propriedades das NPs sdo determinadas por esses
parametros (GURUNATHAN et al., 2009).

A sintese de estruturas metélicas é normalmente baseada em técnicas
gquimicas ou fisicas. As técnicas fisicas envolvem frequentemente a deposicéo de
um metal diretamente a partir da mesma fonte de metal que € evaporada e depois
depositada em substratos apropriados ou por meio da técnica da ablacao laser
(ROSSO et al., 2016). Geralmente as nanoparticulas metalicas sdo produzidas
por métodos quimicos que envolvem a reducdo de sal do metal nobre por um
agente redutor, tais como, tartarato de soédio de potassio, citrato de sédio ou
borohidreto de s6dio, com mencionado anteriormente (LI e Liu, 2008; PANDOLI et
al., 2011; CONDE et al., 2014; NAIR et al., 2014). A sintese de nanoparticulas de
metal acontece em dois estagios: nucleagéo (ou pequena formagéo de "semente")
e crescimento (Henglein, 1993). Na fase de crescimento, o material pode ser
recoberto com um ligante de superficie. Uma grande variedade de nanoparticulas
pode ser estabilizada por uma variedade de estabilizantes (surfactantes,
polimeros, dendrimeros, biomoléculas) que sdo muito importantes também na
determinagdo do tamanho e da forma das nanoparticulas (CONDE et al., 2014). A
estabilidade do sistema provém do fato que as nanoparticulas formadas
permanecem em suspensao evitando agregacdo (MELO Jr. et al., 2012). Se o
material estiver fracamente adsorvido ao metal havera pouca ou nenhuma
protecdo, e as nanoparticulas continuardo a crescer em cristais muito grandes até
se aglomerarem. No entanto, se o material de revestimento for fortemente ligado
a superficie, pode limitar ou parar o crescimento. Os ligantes de superficie
conferem a nanoparticula estabilidade, devido a carga superficial, 0 que provocara
repulsé@o entre as nanoparticulas evitando a aglomeragéo. O citrato, por exemplo,
é fracamente ligado & superficie, sendo ligado principalmente por ligacdo
eletrostética (ZHANG e NOGUEZ, 2008)

Recentemente, uma grande variedade de NPs com formas variadas ja foram
relatadas, dentre elas, nanoesferas (PENG et al., 2017), nanofitas (ZHANG et al.,
2008) ,nanoplacas (XIAO et al., 2016), nanobastdes(LANH et al., 2015), e até
algumas formas complexas como nanoprismas (SHEN et al., 2017) e nanoflores
(HUANG et al., 2012; LIU et al., 2017)

Outra dificuldade na realizacdo da sintese de nanoparticulas metalicas é a

obtencéo de suspensdes coloidais estaveis, pois NPs possuem uma alta energia
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superficial, favorecendo termodinamicamente a imediata agregacdo para a
formacdao de ligacdes metdlicas (MELO JR. et al., 2012). O método sintético mais
simples e, mais comumente usado, € a redu¢do quimica de sais metalicos. Nesse
método a reducdo de um sal idnico ocorre na presenca de um agente redutor forte
por exemplo, o borohidreto de sodio (NaBH.) (LI e LIU, 2008; MELO JR. et al.,
2012; CONDE et al., 2014), citrato de sodio e acido ascorbico (redutores fracos).
A estabilidade das suspensdes resultantes € de extrema importancia para a
observacao de fendbmenos fisicos relacionados a presenca de nanoparticulas no
meio. Dessa forma, outro agente necessario neste tipo de reacdo € um agente
estabilizante, como tartarato de potassio (K2C4H4Os) (GU et al., 2006), ou tartarato
de soédio e potassio (LI et al.,, 2004), podendo ser o préprio agente redutor,
polimero ou um sal. Os estabilizadores se adsorvem nas superficies das NPs,
formando uma camada auto-organizada que impede a aglomeracdo das
nanoparticulas (IJAZ HUSSAIN et al., 2011; MELO JR. et al., 2012), Figura 6.
Neste contexto, a escolha do estabilizante influencia fortemente na qualidade das

NPs sintetizadas.

- -

A . Estabilizador -Q_":’-gu:u- NaBHa =
0 ——— PO — > Gy — -
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Clusters de prata
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Ag*/estabilizador NPAg estabilizada

Figura 6. Representa¢do da reducéo e estabilizacdo de uma NP-Ag a partir de um redutor
forte (NaBH4) e um estabilizador. Adaptado de Agnihotri, Mukherji e Mukherji (2014).

O uso de agentes redutores fracos requer aumento da temperatura para
gue o processo ocorra, podendo produzir nanoparticulas grandes e com larga
distribuicdo de tamanhos. No entanto, o uso de agentes redutores fortes como
NaBHs néo requer elevacdo da temperatura e permite a obtencdo de
nanoparticulas pequenas e com estreita distribuicdo de tamanhos (DUAN et al.,
2015).

A estabilidade das NPsAg pode ser atingida de duas formas: a primeira por
meio de interacdo eletrostatica, na qual a estabilizacdo ocorre por meio de cargas
da nanoparticula (Figura 7A); a segunda por efeito estérico, na qual ha presenca
de grandes moléculas ligadas a NP, Figura 7B, (BERNI NETO, 2010).
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Figura 7. Representacéo dos tipos de estabilizacdo de NPs. A) estabilizacdo por forcas
eletrostaticas; ou por B) efeito estérico. Adaptado de Berni Neto (2010).

Os estabilizadores mais eficazes sdo os poliméricos, como por exemplo, o
poli(vinilpirrolidona) (PVP), o poli(alcool vinilico) (PVA) e &cido poliacrilico (PAA),
gque possuem, em suas estruturas, sitios basicos de Lewis com alta afinidade pelas
nanoparticulas, e cadeias organicas suficientemente compridas que criam um
impedimento estérico, evitando interacdes entre as mesmas (ZHANG et al., 1996;
MELO JR. et al., 2012; IRAVANI, 2014). Além destes, alguns sais, como citrato
trissédico (NasCeHsO7)(BASTUS et al., 2014), e tartarato de sédio e potassio
(KNaC4H40¢-4H,0) (GU et al., 2006), também sao utilizados.

O citrato trissédico (NasCit), Figura 8, é um ligante orgéanico
frequentemente utilizado como agente estruturante na sintese de NPs. A molécula
de NasCit possui trés grupos carboxilicos (-COO) e um grupo hidroxila (-OH).
Tanto o grupo -COO como o -OH podem servir como locais de ligagdo para
coordenar com ions metéalicos. Essa caracteristica fornece ao NasCit uma forte
capacidade quelante, que é util para a formagédo de complexo nanoestruturado
(CORZO LUCIONI, 2012; KHODASHENAS e GHORBANI, 2015; HUANG et al.,
2017). O ion citrato, como observado em sua estrutura quimica (Figura 8),
desempenha uma dupla fun¢do no processo de sintese da NPs. A primeira é
promover a reducdo metalica e a segunda, estabilizar a estrutura, fornecendo uma
geometria esférica e conferindo carga global negativa a superficie impedindo
aglomeracéo das nanoparticulas formadas (ANTUNES, NICOLLE DAL’ACQUA e
CARLOS, 2013).
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Figura 8. Estrutura molecular do citrato trissédico. Adaptado de Antunes (2013).

O tartarato de sodio e potassio, Figura 9, também conhecido como sal de
Rochelle, é um sal duplo de &cido tartarico (BEEVERS e HUGHES, 1941). A
molécula possui dois grupos carboxilicos (-COO") e dois grupos hidroxila (-OH).
Tanto o grupo -COO" como o -OH podem servir como locais de ligagdo para
coordenar com ions metélicos (SHAO E ZHAO, 2010; CORZO LUCIONI, 2012).H&
poucos registros na literatura sobre a sintese de nanoparticulas metalicas
estabilizadas com este tipo de sal (KHODASHENAS e GHORBANI, 2015).

. 4H20

Figura 9. Estrutura molecular do tartarato de sddio e potassio tetrahidratado.

1.3.3.2.
Nanoparticulas de prata (NPsAg)

As NPs de prata séo de interesse devido as propriedades Unicas que podem
ser incorporadas em aplicagbes antimicrobianas, materiais biossensores, fibras
compostas, produtos cosméticos e componentes electronicos. As nanoparticulas
apresentam uma relacdo superficie/volume mais elevada com diminuicdo no
tamanho das particulas. A area de superficie especifica é relevante para a
atividade catalitica e outras propriedades relacionadas, como a atividade
antimicrobiana de NPsAg (PANDOLI et al., 2016). A medida que a superficie

especifica das nanoparticulas aumenta, a sua eficacia biol6gica pode também
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aumentar devido a um aumento da energia superficial (GURUNATHAN et al.,
2009; LATEEF et al., 2016).

A sintese de NPs metalicas utlizando o citrato trissédico como
estabilizador foi a mais usada durante anos, por fornecer NPs estaveis,
monodispersas e relativamente inofensivas ao meio ambiente (ANTUNES,
NICOLLE DAL’ACQUA e CARLOS, 2013).

1.3.3.3.
Ressonancia Plasmoénica de Superficie - SPR

Uma das propriedades épticas das NPsAg e filmes nanométricos de prata é
gerar bandas de ressonancia plasménica de superficie (SPR - do inglés: Surface
Plasmon Ressonance), que € um fendmeno da area da fotbnica. A ressonancia
plasmonica de superficie € uma oscilacao da densidade de carga que pode existir
na interface de dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos gerada
pela radiacdo eletromagnética, ou seja, a interacao da luz com a matéria, neste
caso filmes finos de metais nobres, por exemplo, Au e Ag. O campo
eletromagnético da luz incidente excita coletivamente os elétrons, gerando o
plasmon de propagacdo, como mostra a Figura 10. Plasmon de propagacéao,
também sdo conhecidos como polaritons de plasmon de superficie (SPP — do
inglés: Surface Plasmon Polariton) (KATHERINE, 2007; PETRYAYEVA e KRULL,
2011; MAXIMINO, 2014). Os plasmons propagam-se nas dire¢des x e y ao longo
da interface metal-dielétrico, percorrendo distancias na ordem de dezenas a
centenas de microns, e logo decaem evanescentemente na dire¢ao z.

A interagdo entre a onda eletromagnética confinada na superficie metalica
e uma camada superficial molecular de interesse leva a mudancgas na condigdo
de ressonancia plasmonica podendo ser observada por sensores, por exemplo,
baseando-se na refletividade da luz a partir da superficie do metal em funcéo do
angulo de incidéncia (KATHERINE, 2007; SANTOS et al., 2016).
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Figura 10. LSPR versus SPR adaptado de Katherine (2007).

1.3.3.4.
Ressonancia plasménica de superficie localizada - LSPR

Quando o acoplamento é feito com uma nanoparticula metalica com
didmetro muito menor que o comprimento de onda incidente; isto leva a um
plasmon que oscila localmente da nuvem eletrbnica em torno da nanopatrticula,
Figura 10B, este é chamado de ressonéncia plasmonica de superficie localizada
(LSPR — do inglés: Localized surface plasmon resonance) (KATHERINE, 2007;
MAIER, 2007; BROLO, 2012; WEI et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

A LSPR é influenciada por muitos fatores devido a sua interacdo ser com
particulas muito pequenas (NPs). Os fatores mais importantes para o
desempenho de um sensor LSPR sdo: o tamanho das NPs, a forma das NPs e o
ambiente circundante, (solventes e interagdo com analitos) (PETRYAYEVA e
KRULL, 2011). Por exemplo, nanoparticulas de ouro com um didmetro
aproximado de 10 nm apresenta um maximo de existingdo LSPR em torno de 520
nm, no entanto, quando as nanoparticulas de ouro entre 10 - 40 nm, eles mostram
uma banda de extincdo LSPR em torno de 520 - 530 nm (WANG e ASTRUC,
2014).

As faixas LSPR para ouro e prata estao dentro da faixa do visivel do espectro
eletromagnético. Por exemplo, a LSPR de nanoparticulas esféricas de ouro de
tamanho de aproximadamente 50 nm, encontra-se em torno de 530 nm, de forma

semelhante, a LSPR de nanoparticulas esféricas de prata a 50 nm esta a
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aproximadamente a 430 nm. A localizacdo exata da banda LSPR é altamente
dependente das caracteristicas do metal nobre, do tamanho, forma e agregacéo
da nanoparticula (MAXIMINO, 2014; WEI et al., 2015).

A aglomeracdo das nanoparticulas causa o acoplamento eletrénico entre
elas gerando uma nova banda espectral alargada e deslocada para o vermelho,
isso influencia de maneira significativa na oscilacdo do plasmon de superficie
(MIRANDA-ANDRADES et al., 2017).

Com a mudanca da geometria da superficie das nanoparticula, alterando
sua forma, consequentemente, hd uma mudanca na densidade do campo elétrico
na superficie. A frequéncia de oscilacdo resultante dos elétrons também muda,
gerando assim diferentes sec¢fes transversais e longitudinais das propriedades
LSPR. (WANG e ASTRUC, 2014; SANTOS et al., 2016).

Por exemplo, com o0s nanobastbes de ouro duas bandas espectrais
tornaram-se aparentes, associadas com as ressonancias de plasmon transversais
e longitudinais, em contraste com uma Unica banda de plasmon para
nanoparticulas esféricas. A banda espectral transversal coincide com a esférica,
em torno de 520 - 530 nm, enquanto a ressonancia do modo longitudinal é
deslocada para o vermelho, esta banda surge a medida que a nanoparticula
esférica de ouro se alonga formando nanobast6es, normalmente aparecendo
acima de 700 nm (TOMA et al., 2010; MIRANDA-ANDRADES et al.,
2017)(KATHERINE, 2007; MAIER, 2007).

1.3.3.5.
Sintese de Nanoparticulas metalicas em fluxo

A microfluidica tem se mostrado uma poderosa ferramenta para sintetizar e
otimizar varias nanoparticulas, incluindo nanoparticulas de metais e
nanoparticulas organico-inorganico. Devido a sua capacidade de separar 0s
estadios de nucleagdo e crescimento na formagdo de nanoparticulas de modo
controlado. Nanoparticulas com maior uniformidade e menor indice de
polidispersividade podem ser preparadas dentro de plataformas microfluidicas
com desempenho melhorado, como mencionamos anteriormente (HARTMAN e
JENSEN, 2009; YANG et al., 2009; WATT et al., 2015; MA et al., 2017). Na Tabela
1 pode-se observar a variedade de formas e métodos para sintese de
nanoparticulas metalicas em plataformas microfluidicas para facilitar a
comparacado entre os seus tipos, tamanho, forma e o substrato da plataforma
microfluidica. (SONG et al., 2008; ZHANG e NOGUEZ, 2008; MA et al., 2017).
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Tabela 1 Exemplos de nanoparticulas sintetizadas em plataformas microfluidicas para

aplicacGes biomédicas. Adaptado de Ma et al. (2017).

Substrato de Metal Tamanho Potenciais aplicagcdes
. Reagentes Forma S <z
microrreatores precursor (nm) biomédicas/referéncia
HAuUCI 4, + _ .
Termoplastico AU acido ascorbico + 9 =10-20 Nanobastdes Biosensores
(PEEK) CTAB+AgNO s+ | =p0.50 (USON et al., 2016)
NaBH 4 + PEG-SH
Au sementes + Biosensores
PDMS Au ,HAuCl,+ 50 supra (FU et al., 2015)
acido ascorbico + particulas
CTAC + NaBr
Acido mercapto-
hexandico / CTAB /
Termoplastico citrato + HAuUCl 4 + Esferas Biosensores
Au/A 2-40 ~
(PE) 9 NaBH.+AgNO s+ nanobastdes (| OHSE et al., 2013)
acido ’
Ascorbico
vid Diethylene glycol + Cubos Biosensores
aro Ag NaSH + CF3COOAg 30-100 Octaedros (ZHANG, L. et aI.,
Hibrido Biosensores LSPR
o Au AUC|4 + Na TTAB 3-15 Esferas (SEBAST|AN
(silicio-Pyrex)
CABEZA et al., 2012)
Biosensores
H_ﬁu%l 4 /lI- Bionanotecnologia,
metilimidazole e catélise quimica
PDMS Au NaBH sem BMIM- 4 Esferas
BE , (LAZARUS et al.,
2010)
Biosensores -
] Determinagéo do
AgNO s + cloridrato pigmento natural da
PDMS Ag de hidroxilamina + 10-20 Cubos scytonemin das
NaOH cianobactérias
(WILSON et al., 2010)
Oligébmero de tiolato Biosensores LSPR
Vidro Au ou polimero + 3-4 Esferas

HAuUCI 4 + NaBH 4

(SHALOM et al., 2007)

@ = diametro, L = comprimento

Yue e colaboradores (2013), descreveram o uso de uma cela de fluxo

segmentado, do tipo cruzada, integrado a microrreatores e espectroscopica UV-

visivel para monitoramento em tempo real da sintese de AuNPs sob fluxo

segmentado. O tamanho médio das nanoparticulas foi de 36, 26 e 24 nm para 0s

tempos de reacdo de 13,3, 8,8 € 6,6 S, com a taxa de vazdo de 4,6 e 8 mL minte

apresentando as bandas SPR em 559, 557 e 544 nm respectivamente. Nesse

estudo foi mostrado que a concentragdo em fase liquida e os detalhes do fluxo
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segmentado podem ser determinados a partir dos espectros UV-Visivel adquiridos

em alta resolugéo temporal (2 ms).

1.3.3.6.
Aplicagoes de Sensores SPR/LSPR

A excitacdo Optica de plasmon de superficie pelo método de reflexdo foi
demonstrada por Kretschmann e Ottoem em 1960 (CARVALHO et al., 2003).
Desde entdo houve um avanco significativo no desenvolvimento de sensores e
biossensores dpticos para determinacfes de espécies de interesse quimico e
biologico. O primeiro sensor com transducdo quimico Optico foi baseado na
medida de mudangas no espectro de absorcdo e foi desenvolvido para
determinactes de CO, e O,. A partir disso uma variedade de sistemas Opticos de
deteccdo estd sendo desenvolvidos para biossensores (HOMOLA et al., 1999;
CARVALHO et al., 2003).

A configuragdo de Kretschmann, Figura 11 esquerda baseia-se no
fendmeno de reflexéo interna total. Quando a luz polarizada atravessa um meio
Optico denso (ex. vidro, polimero transparente) e alcan¢ca uma interface entre este
meio e um meio de densidade Gptica menor (ex. ar), e é refletida de volta para o
meio mais denso. As ondas de plasmon numa fina camada metalica sdo excitadas
pela iluminacdo das peliculas metalicas no seu lado posterior ligado a um
prisma.(SANTOS et al., 2016) A excitagdo dos polaritons plasmonicos de
superficie requerem condigbes de iluminacdo especificas, tais como,
comprimentos de onda, e angulos de incidéncia. Estas excitagfes sédo fortemente
sensiveis na presen¢a das moléculas que interagem na superficie e, portanto,
ocorre mudancas na excitacdo do plasmon indicando eventos de adsorgéo entre
o metal e molecular de interesse (CARVALHO et al., 2003; JATSCHKA et al.,
2016; Jl et al., 2017)
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Figura 11. Esquemas do principio de detec¢éo para os sistemas SPR (esquerda) e LSPR
(direita). Adaptado de Jatschka et al. (2016).

Como mencionado anteriormente, na SPR a radiacao eletromagnética da
luz polarizada interage com um filme metalico, enquanto a LSPR a luz interage
em nanoestruturas metalicas com dimensdes muito menores que o comprimento
de onda da luz incidente, para as quais as oscilacdes plasmoénicas séo localizadas
(SANTOS et al., 2016). Nanoparticulas metalicas que estado juntas aos materiais
dielétricos exibem uma forte extincdo (absor¢do + espalhamento) (MAXIMINO,
2014).

A miniaturizagdo dos biossensores a base de LSPR e SPR é possivel por
possibilitar que os substratos plasmonicos sejam integrados com sistemas
microfluidicos e sistemas 6pticos simples. Nesse contexto a busca por fabricacédo
de biossensores miniaturizados com alta sensibilidade e baixo limite de deteccéo
(LOD, do inglés Limit of Detection) tem sido um desafio (KATHERINE, 2007;
YOCKELL-LELIEVRE et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

Nesse contexto Ji et al. (2017) propuseram um sensor microfluidico de
indice de refracdo compacto baseado na interacdo de ressonancia entre 0 modo
de polaritons de plasmon de superficie (SPP) e o modo de guia de polimero. O
guia de ondas plasménico hibrido consiste em polimero sensivel SU-8 (5 mm) e
um filme de ouro fino em uma camada de silica. O canal microfluidico é usado
para o escoamento das solucdes organicas através da area de deteccdo. Bombas

peristalticas foram usadas para injetar a amostra, e cabos de fibra ética foram
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usados para transmitir a luz entre a fonte/guia de onda/detector. Foi utilizado um
design simples de facil fabricacdo com alta sensibilidade.

A integracdo de plataformas microfluidicas com sistemas Opticos como
SPR e LSPR tem varias vantagens na tecnologia de diagnéstico, tais como,
fabricacdo barata, adaptabilidade e resultados répidos baseadas no conceito de
pontos de cuidado (POC do inglés poin-of-care) mencionados anteriormente.
Tokel e colaboradores (2015) apresentaram uma plataforma de ressonancia de
plasmon de superficie (SPR) integrada a microfluidica, portatil, utilizada para
deteccdo e quantificacdo rapida de bactérias do tipo Escherichia coli (E. coli) e
Staphylococcus aureus (S. Aureus). A plataforma apresentou captura e deteccdo
confidveis de E. coli em concentracGes variando de aproximadamente 10 ° a 3,2
x 10" CFUs mL?®. A plataforma SPR demonstrou um potencial dispositivo
microfluidico POC. Neves et al. (2015), avaliaram uma plataforma LSPR como um
sensor de antigenos de Candida albicans, para identificagdo de diferentes
concentracbes de antigenos. A plataforma consiste em uma lamina de vidro
silanizada com MPTS (mercaptopropiltrimetoxisilano) e funcionalizada com
NPsAg-glicina-anticorpos candia. Os espectros de extingao foram observados em
UV-visiveis, de 350 nm a 800 nm, com resolucdo espectral de 0,2 nm. Os
resultados mostram a capacidade do sistema de identificar concentracbes de
antigeno de Candida albicans superiores a 50 ng mL*?. Foi observado um
deslocamento para o vermelho de 8 nm indicando a possibilidade do uso da
plataforma como imunossensor para Candida albicans. Recentemente
biossensores baseados no fendmeno de ressonancia de plasmon de superficie
localizada (LSPR) de nanoparticulas metalicas vem recebendo muita atengdo em
sua fabricacdo e aplicagBes. Nanoparticulas de ouro e prata sdo as mais
sintetizadas para biosensores LSPR, a sintese de outras nanoparticulas de metal
tais como Pt e Cu também ja foram testadas (LIAU E LIN, 2017; MA et al., 2017).

Miranda-Andrades et al. (2017) demonstraram o uso das propriedades
Opticas da dispersdo aquosas de AuNPs para o desenvolvimento de métodos
guantitativos para determinacdo de gentamicina. Foram comparadas duas
dispersdes aquosas diferentes uma de nanoparticulas esféricas, sintetizada
utilizando citrato de so6dio monobasico AuNP se outra com nanobastfes
sintetizadas com CTAB (AuNRs). As andlises foram feitas comparando os
espectros UV-vis. Os melhores resultados, em termos de sensibilidade, foram
obtidos utilizando AuNPs com monitoramento do sinal da banda de acoplamento
de plasmon. Todos os métodos demonstrados permitiram a detecc¢éo até 0,02 ng
de GEN usando as AuNPs (LOD de 0,4 ng mL* na dispersdo). O método de
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deteccdo é simples para interagdo com AuNPs ou AuNRs e nao requer nenhum

reagente toxico do uso para derivatizagdo quimica.

1.3.4.
Filmes poliméricos funcionalizado com materiais nanoestruturados,
nanocompaosito

Filmes finos s&o camadas muito finas de um determinado material
compreendida entre 10°m a 10 *m. Um filme fino pode ser produzido por dois
processos: no primeiro o filme fino se forma através da reacdo da superficie do
substrato com as substancias presentes no ambiente do processo (Cruz e De
AVILLEZ, 2000; SESTAK et al., 2010; CRUZ e SAN MIGUEL, 2012; SUBRAMANI
et al., 2012; WEI et al., 2016). No segundo, o filme fino é produzido por deposi¢do
sobre o substrato (KANG et al., 2011; TRIPATHI et al., 2015).

Uma propriedade essencial da nanotecnologia € o aumento da razdo entre
a area e o volume do nanomaterial conferindo propriedades especiais (FERREIRA
E RANGEL, 2009). Muito esfor¢o tem sido empreendido para produzir filmes
homogéneos e ultrafinos que possam ser explorados como dispositivos éptico-
eletrbnicos, sensores quimicos e bioldgicos (KANG et al., 2011; SANTONICOLA
et al.,, 2014) e como células fotovoltaicas, pois € um dos candidatos mais
promissores para substituir os materiais de fésforo convencionais atualmente
usados em diodos emissores de luz (LEDs) (BODAS e KHAN-MALEK, 2007; LIN
e LIU, 2011; TAO et al., 2013; LIANG et al., 2017). A integracdo de QDs em
superficies sélidas é fundamental para desenvolvimento de dispositivos em estado
sélido.

A incorporacdo de NPs em polimeros para a formag¢do de um composito
proporciona novas propriedades fisicas e quimicas, tais como, solubilidade e
reatividade. As aplicacbes diretas das NPs sao limitadas porque se agregam
facilmente devido a sua elevada energia superficial e rapida oxidacdo. Compadsitos
sdo materiais formados pela combinacdo de dois ou mais diferentes materiais,
produzindo propriedades Unicas e sinergéticas, diferentes daquelas de seus
componentes individuais (ZARBIN, 2007). Os nanocompdsitos apresentam
melhor estabilidade e menor toxicidade fornecendo a protecéo eficaz de NPs nas
matrizes de polimeros (LI et al., 2007; TRIPATHI et al.,, 2015). Filmes
nanoestruturados de materiais organicos sao estudados extensivamente,
principalmente devido ao possivel controle de suas propriedades em nivel

molecular. Algumas técnicas de deposicdo sao utilizadas para formacdo desses


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

61

filmes, tais como revestimento Langmuir-Blodgett, drop casting e spin coating
(FERREIRA et al., 2005).

Materiais nanoestruturados em polimeros (nanocompdsitos) possibilitam
uma gama de aplicacdes integradas a microfluidica com todas as vantagens
mencionadas anteriormente. O polidimetilssiloxano (PDMS) tem sido o pilar da
prototipagem rapida na comunidade cientifica, por causa de seu baixo custo,
robustez e fabricacdo simples, que sdo particularmente vantajosos nas fases
exploratérias da pesquisa (SOLLIER et al., 2011). O PDMS possui caracteristicas
essenciais como a natureza elastomérica, transparéncia optica (230 - 700 nm),
inércia quimica, biocompatibilidade e permeabilidade a gases (MORARKA et al.,
2011).

Morarka et al. (2011), descreveram uma nova técnica de fabricagéo rapida
e simples para a constru¢do de microcanais 3D de didmetro variando de 40 a 500
Mm, a base de elastdbmero PDMS. Esses microcanais foram utilizados para a
deteccdo rapida de antigénios (E. coli) pela abordagem baseada em
QDs luminescentes de CdTe.

Apesar do PDMS apresentar muitas vantagens e sua ampla utilizagdo em
laboratérios académicos, seu baixo médulo de elasticidade torna-se uma questéao
importante para a operacao de alta pressao, pois leva a uma grande alteracéo da
geometria do canal, consequentemente influenciando o regime de escoamento do
fluido. (SOLLIER et al., 2011). Em alternativa ao PDMS, alguns polimeros também
séo explorados como nanocompasitos, tais como, PMMA (polidimetilmetacrilato),
por apresentar alta flexibilidade e alta transparéncia a luz podendo ser utilizado
em sensores LSPR (ZHONG et al., 2014), e PVA (polivinilalcool) (Li et al., 2010;
TRIPATHI et al., 2015; CHAKRAVARTY et al., 2016; LIAU E LIN, 2017).

Compositos a base de polimeros e QDs podem ser utilizados como
biosensores. Chakravarty e colaboradores, (2016), desenvolveram um biossensor
baseado em hidrogel hibrido & base de PVA para detec¢éo ultrassensivel de acido
félico por extingdo de fotoluminescéncia. Este novo biosensor PVA-triptofano-
CdTe QDs (PTQ) apresentou uma melhor eficiéncia de deteccdo com um
excelente limite de deteccdo (0,57 pg ml?'), em comparacdo aos kits ELISA
comercial. A excelente sensibilidade foi atribuida a uma combinacgéo de um forte
processo de transferéncia de elétrons fotoinduzidos e um efeito de filtro interno na
interacdo sensor-acido félico. A deteccdo em tempo real do sensor foi investigada
pelo rastreamento de acido félico presente nas amostras de soro sanguineo de
camundongo saudaveis e infectados com cancer e de humanos saudaveis. O

sensor apresentou alta sensibilidade para o &cido félico nas amostras de soro
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sanguineo com leucemia mieloide aguda, LOD de 42,29 ng ml?, e pacientes com
cancer de ovario, LOD de 365 ng ml™.

Além da forma de hidrogéis, nanocompoésitos podem ser utilizados na
forma filmes finos como potenciais biosensores. (LI et al., 2010; KANG et al., 2011;
ZHONG et al., 2014; TRIPATHI et al., 2015; CHAKRAVARTY et al., 2016; LIAU e
LIN, 2017).

O crescente interesse pelo desenvolvimento de sondas analiticas
luminescentes é atribuido as caracteristicas intrinsecas deste fenbmeno que
facilita a deteccdo sensivel de espécies quimicas de interesse clinico-bioldgico,
ambientais, entre outras. As propriedades dpticas dos quantum dots podem ser
associadas as vantagens dos dispositivos ““point-of-care” (POC), que séo simples
e rapidos como dispositivos analiticos de papel microfluidico (uWPADs) (YETISEN
et al.,, 2013; LI et al., 2017). Isso é um desafio na produgédo de filmes finos
luminescentes para potenciais biosensores desse tipo. Nesse contexto, foram
realizadas tentativas de formacgéao de filmes finos com espessura controlada e alta

qualidade de luminescéncia em substratos poliméricos.
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Materiais, Instrumentacao e Procedimentos Experimentais

O presente capitulo contém a metodologia detalhada de todos os
procedimentos desenvolvimentos na pesquisa, 0S materiais e reagentes, assim

como os equipamentos utilizados e as suas especificacoes.

2.1.
Materiais e Reagentes

2.1.1.
Reagentes

Agua ultrapura, resistividade inferior a 18 Q, produzida por um
ultrapurificador de agua marca Millipore (EUA, modelo Mili-Q A10 Gradiente);
acido tioglicolico 99% (Isofar); cloreto de cadmio monohidratado 99%, e glicerina
100% (Vetec); hidroxido de sodio (Merck); gas de Nz 99,9% (Linde); telario
metdlico (Alfa Aesar); hidroxido de soédio (Merck); EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-cabodiimide) e NHS (N-hidroxysuccinimide) 98%; &lcool
metilico (99,8%), alcool isopropilico (99,5%) e cloroférmio (99,8%), acetona (98%),
foram de grau analitico adquiridos da Isofar (Brasil), Alcool etilico (99,5%), foram
de grau analitico da marca (Vetec-Brasil). O corante orgéanico rodamina B (>95%)
(Sigma-Aldrich). PVA (alcoolpolivinilico purissimo, 98,0% - ISOFAR), o silicone
elastdmero base e o agente curador (catalisador) Sylgard® 184, foram da Dow
Corning Corporation (EUA). A solucéo de Extran® diluido a 5% (v/v) adquirido da
(Merk-Alemanha), acido nitrico de pureza analitica (Vetec-Brasil) foram utilizados
na limpeza da vidraria, foram utilizados para silanizagdo das laminas de vidro
aminopropil-trimetoxisilano  (APTS) 97%, [3-(2-aminoetilamino)  propil]
trimetoxysilano], (AEAPTS) 95% e mercaptopropil-trimetoxisilano (MPTS) 95%
todos da Sigma Aldrich (Brasil). Para sintese de nanopaticulas de prata foram
utilizados nitrato de prata 99,0% (AgNOs), citrato de trissodicosodico diidrstado
(CeNaz07.2H,0) 99,0%, borohidreto de sédio (NaBH.) 99,0%, todos da Sigma
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Aldrich, tartarato de sodio e potassio tetraidratato (CsHsKNa Os.4H20), 99,0%
(ISOFAR).

2.1.2.
Materiais

Os materiais utilizados foram: vials de vidro de 5, 10 e 20 mL; cubeta de
acrilico e de quartzo com caminho éptico 10 mm, baldo de fundo redondo 25 e 50
mL, com duas vias; baldo de fundo redondo 25 e 50 mL, com 3 vias; 1 balao de
fundo redondo 100 mL, septos de borracha; agulhas de aco de 30 cm; seringas
de vidro 1 e 5 mL, luer-lock (Hamiton) de 1 e 5 mL, barras magnéticas; tubos
Eppendorf de microcentrifuga de polipropileno; bastéo de vidro; laminas de vidro
tipo Glass Microscope Slide (Corning®), de dimensdes 25 x 70 x 1 mm, 25 x 70 x
2 mm e 75 x 50 x 1 mm, transparentes ao UV-vis; bisturi de aco adquirido da
Golgran Ltda (S&o Caetano do Sul); seringa de plastico luer-lockde 5, 10 e 20 mL
(Becton Dickinson, Brasil), seringas de vidros Gastight de 5 e 10 mL (future
chemistry, alemanha). As micropipetas regulaveis de 10 a 100 pL, 50 a 200 yL e
200 a 1000 pL foram da Kasvi. Micromisturador-T em PEEK, tubulacdes em
PTFE/PFA, conector flangeless ¥4-28 e conectores conico 10/32 (Up-Church),
tubulacéo de a¢o de diametro interno 1,6 mm e diédmetro externo 0,5 mm e um

conector a T de ago inoxidavel (Swalog).

2.2.
Equipamentos

Bombas seringa modelo NE-1000G (Future Chemistry - Holanda); fornos
tubulares horizontais com janelas comunicantes modelo DBLFRNC, (Microtube
Araraquara SP Brasil) com controlador de temperatura digital (Novus N1040);
balanca analitica (Bel-Enginnering); chapa aquecedora com termopar, modelo
RCT basic (IKA); bomba de véacuo (Prismatec); pHmetro (sensoglass);
espectrofluorimetro modelo LS45 (Perkin Elmer), espectrébmetro USB Ocean
Optics UV-Visivel e fluorimetro modelo USB 2000+ (Ocean Optics). As andlises
espectroscopicas em cubeta foram executadas com um suporte de aco (CUV-
ALL-UV) para cubeta de caminho Optico de 1 cm. Para analise em fluxo continuo,
o espectrometro UV-Visivel foi acoplado a célula de fluxo-Z de caminho 6tico de

10 mm em resina Utem (SMA-Z-Cell-FIALab), enquanto, o espectrobmetro de
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fotoluminescéncia € acoplado a uma célula de fluxo-W; goniometro (Ramé-
hartintrument); espalhamento dindmico da luz e potencial zeta, modelo SZ-100
(HORIBA); espectrofotometro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-
IR); modelo two spectrum (Perkin Elmer); espectrofotometro UV-Visivel cary-50—
Varian; banho ultrassénico modelo USC-1400A (Unique); sistema de LED para
uma fonte monocromatica a 365 nm, UV-modelo M405L2 100 mW cm2 (25 mW
cm? a 3,1 cm de distancia) (THORLABS-EUA); Plasma Cleaner usado na
hidroxilacdo das superficies dos vidros e PDMS modelo PCDC-001 (Harrick
Plasma - EUA);bomba peristaltica (Gilson). Os filmes de PVA-QDs-TGA foram
depositados em spin-coating modelo EC101DT-R485 (Herd Way - EUA) e a
espessura mensurada em pefilometro, Veeco modelo DCKTAC 150, resolugéo
vertical maxima de 1A°.Para a confeccdo do suporte de lamina foi utilizada

Impressora 3D modelo profissional Projet® 3510-HD plus 3D Systems (EUA);

2.3.
Configuracdes experimentais

Setup A — A configuracdo experimental para obtencdo dos espectros de
absorcdo UV-Visivel em fluxo continuo (OceanOptics) € composto basicamente
por duas bombas seringas (Future Chemistry), duas seringas de vidro, 5 mL, luer-
lock (Hamilton), tubula¢des (PFA ou PTFE), conetores, um misturador a forma de
T, uma célula de fluxo-Z de caminho ético de 10 mm em resina Utem (SMA-Z-Cell-
FIALab), uma fonte de luz continua modelo DH mini (Ocean Optics), um
espectrometro USB2000+ (Ocean Optics) conectado a um PC fornecido de
software (Spectra Suite) para processamento on-line dos dados Figura 12.

As solugcbes em exame foram injetadas por meios de duas bombas
seringas no misturador-T e logo a mistura é analisada pela cela de fluxo conectada
por fibras oticas ao espectrédmetro. Em detalhe, as seringas sédo conectadas as
tubulagbes por adaptadores tipos rosca luer-fémea, para cone macho 10-32,
pressdo maxima de 45 psi/ 3.1 bar, e adaptadores cone macho para cone fémea
10-32, pressdo méxima 1000 psi /69 bar, didmetro interno 0,75 mm. Os
adaptadores séo conectados a dois tubos de 30 cm de comprimento, diametro
interno de 0,25 mm, didmetro externo de 0,75 mm para um volume interno total
de 15,0 uL. As outras extremidades dos tubos sdo adaptadas com conectores
flangeless, compostos de ferrule e nut, ambos 1/4-28 de polipropileno. Os
conectores flangeless séo inseridos nas duas entradas do micromisturador-T em

material PEEK, que possui volume interno de 11.4 uL, pressdao maxima 1000 psi
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/ 69 bar. Na saida do misturador, um tubo PTFE (ou PFA) de 90 cm de
comprimento e didmetro interno de 0.25 mm (volume interno de 44,0 uL), foi
enrolado para formagéo de um coil de 5 anéis com didmetro de 5 cm cada anel. A
extremidade adaptou-se com um conector flangeless, a célula de fluxo-Z (SMA-Z-
Cell-FIALab). Na saida da célula de fluxo adaptau-se um conector flangeless com
um tubo PTFE (ou PFA) (20 cm de comprimento e &=0.250 mm) encerrando-o
em um erlenmeyer para descarte do residuo. A célula de fluxo-Z (SMA-ZCell-
FIALab) (Figura 13), tem duas janelas de quartzo que se comunicam com a fonte
e o detector por cabos de fibra 6tica. A fibra 6tica (modelo SR &=600 um) de 20
cm de comprimento e didmetro interno de 600 um é adaptado a fonte de UV-VIS-
NIR, modelo DH mini, e a fibra ética (modelo UV-VIS &=50 ym ) de 2 m é adaptada
ao espectrofotdbmetro UV-Visivel, modelo USB2000+(OceanOptics). Os espectros
de absorbancia UV-Visivel sdo processados pelo software SpectraSuite
funcionando no computador, conectado ao espectrémetro. Os cabos de fibra 6tica,
cela de fluxo-z e espectrdmetro USB2000+ fixados em mesa Optica.

Figura 12. O setup experimental para obtengdo dos espectros de UV-vis em fluxo continuo:

1) Bombas-seringas e conectores; 2) Tubula¢cées de 30 cm, 3) micromisturador-T; 4)
Tubulagdes de 90 cm com coil; 5) Cela de fluxo-Z; 6) fonte de UV-vis; 7) Cabo de fibra
Gtica 20 cm; 8) Cabo de fibra dtica 2 m; 9) Detector USB2000+; 10) descarte; 11) Mesa

Optica: 12) cabo USB para conecéo ao PC com software SpectraSuite.
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Figura 13. Esquema da cela 6ptica para medida de absorvancia em fluxo

Setup B - A configuragdo experimental para obtencdo dos espectros de
fotoluminescéncia em fluxo continuo € composta basicamente de duas bombas-
seringas, micromistirador-T, uma espira de 90 cm de comprimento, uma cela de
fluxo-W de fotoluminescéncia (SMA-FLCell-FIALab), uma fonte de luz
monocromética a 365 nm, um espectrdmetro USB2000+ (OceanOptics)
conectado a um PC fornecido de software (Spectra Suite) para processamento on-
line dos dados (Figura 14). Em detalhe, a cela de fluxo tem volume interno de 30
ML, pressao maxima 100 psi, feita em Ultem preto, possui duas janelas de silica
SMA, onde foram conectados a fibra otica. A fibra 6tica (modelo SR @=600 pm)
de 1 m de comprimento e didmetro interno de 600 um é conectada a fonte de
excitacdo, 365 nm. A segunda fibra 6tica (modelo UV-SR @=600 um) de 20 cm e
mesmo diametro interno, é conectada ao espectrbmetro USB2000+. A cela de
fluxo-W (Figura 15) como indicado em apresenta um caminho do fluido na forma
de W, entre tanto as fibras Oticas de excitacdo e transmissdo do sinal de

fotoluminescéncia foram orientadas a 90° de forma que tenha interferéncia.
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Figura 14. Setup para obtengéo dos espectros de fotoluminescéncia em fluxo continuo.

1) Bombas-seringas e conectores; 2) Tubo de 30 cm; 3) Micromisturador-T e flangeless;
4) Tubo 90 cm com coil; 5) Cela de fluxo de fotoluminescéncia; 6) Fibra 6tica 20 cm; 7)
Espectrometro USB 2000+; 8) Fibra 6tica 1 m; 9) Fonte 365 nm; 10) Descarte; 11) Mesa
Optica; 12) Computador.

| %-28 nut (Entrada do fluido ) | Conector SMA (Saida da luz) |

Figura 15. Esquema da cela 6ptica para medida de fotoluminescéncia em fluxo

Setup C — A configuragdo experimental para andlise fluorimétrica das
solucdes coloidais de QDs e dos filmes luminescentes em cubeta foi constituida
de uma fonte de luz LED LSS (310 nm, 365 nm e 405 nm); cabos de fibra otica de
25 cm e 1 m de comprimento ambos com didmetro interno de 600 um; um suporte
de aco (CUV-ALL-UV) para cubeta de caminho oOptico de 1 cm com lentes de
acoplamento para fibra Optica nas quatro vias ortogonais entre elas. Um
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espectrometro USB2000+; um cabo USB e um PC para monitoramento on-line
mediante com software Spectra Suite (Figura 16).

Figura 16. Setup C - analise fluorimétricaem porta-cubeta A) Fonte de luz LED LSS; B)
Fibra 6ptica 25 cm; C) Porta-cubeta (CUV-ALL-UV); D) Fibra éptica 1 m; E) Espectrometro
USB 2000+; F) Cabo USB; G) Porta-cubeta aberto; H) Cubeta de quartzo; I) Tampa; J)

Suporte para lamina.

Com impressora 3D, em colaboracdo com o Departamento de Design da
PUC-RIO foi confeccionado um suporte de poliacidolatico (PLA) para laminas de
vidro luminescentes (Figura 16). O suporte é utilizado para fixar a lamina dentro
da cubeta de quartzo de maneira que ela fique alinhada a 90° do feixe de luz da
fonte de emissao e a 0° em respeito a fibra 6tica conectada ao espectrometro
USB2000+.
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Figura 17. L) Projeto do suporte de lamina de vidro; M) suporte de lamina de vidro com

lamina funcionalizada com QDs-TGA.

Setup D — A configuracdo experimental da sintese de quantum dots de
CdTe-TGA em fluxo continuo é composta basicamente de dois fornos tubulares
horizontais com controladores de temperatura, duas bombas-seringas, duas
seringas de vidro (Hamilton) com o0s reagentes precursores, um sistema de
tubulagdo e um conector em T, ambos de aco inoxidavel, para mistura em fluxo
dos precursores utilizados. O sistema de bombas-seringas e conectores tem sido
usado na mesma condicdo ja descrita no setup A (Figura 12). O conector da
bomba-seringa 1 é adaptado diretamente a um tudo de aco de 40 cm de
comprimento e didmetro interno de 250 uym, que passa pelo interior do forno 1. O
conector da bomba-seringa 2 é adaptado a um tubo de 20 cm de comprimento e
didmetro interno de 250 um, em PFA. Na outra extremidade desse mesmo tudo é
adaptada uma unido de plastico e um conector do tipo cone macho 10-32. Um
conector ‘T’, em aco, interliga os tubos de aco dos dois fornos e o tubo de PFA
gue provém da bomba-seringa 2. No cilindro interno do forno 2 passa um tubo de
aco com as mesmas dimensdes do tubo do forno 1. Cada forno possui um
controlador de temperatura para manter uma temperatura constante entre 70 e
500°C. (Figura 18)
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Figura 18. Setup D - Sintese de QDs de CdTe-TGA em fluxo continuo 1 e 2) Bombas-
seringas e conectores; 3 e 10) Tubo de agco de 40 cm; 4) Tubo de PFA de 20 cm, 5)
Conector-T em ag¢o; 6 e 7) Fornos tubulares com janelas comunicantes; 8 e 9)

Controladores de temperatura; 11) Vial de 5 mL.

Cada forno tubular possui as seguintes dimensdes: 40 cm de comprimento,
25 cm de diametro externo. Internamente um cilindro oco de 5 cm de diametro e
40 cm de comprimento revestido por material refratario ceramico integrado com
um sistema de aquecimento elétrico e isolado com la de vidro do revestimento
externo de aco inoxidavel. Os fornos sao suportados por flange de a¢o sob uma
placa de 30 x 25 cm. As cavidades internas dos fornos sao protegidas por flanges
removiveis de aco com furos passantes pela integracao do sistema de tubulagéo
de aco (Figural9). O sistema de aquecimento é controlado com um termopar e

um regulador de temperatura dotado de um display digital.
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Figura 19. Fornos alinhados com os tubos conectados no “T”, passando pelas cavidades
internas dos fornos e também os flanges removiveis. A — visdo externa 1) Tubo de acgo
inoxidavel; 2) Longarinas de aluminio; 3) Conectar em “T”; 4) Flanges de aluminio 5) Tubo
e conectores de aco inoxidavel; 6) Pedestais de aluminio; 7) Base de aluminio B — Visao

interna 8) Resisténcia; 9) Tubo de acgo inoxidavel; 10) Tubo de alumina.

2.4.
Procedimento Experimental - parte |

2.4.1.
Sintese de QDs-TGA em batelada

A sintese de quantum dots de telureto de cadmio encapados com &cido
tioglicélico (CdTe-TGA) foi realizada em batelada e procedeu em cinco etapas
principais: (1) desoxigenacao de agua ultrapura; (2) preparacéo e ajuste do pH da
solugdo de cloreto de cadmio (CdCly); (3) preparacdo da dispersdo de
hidrogenotelureto de sédio(NaHTe); (4) Imersdo em banho de glicerina; (5)
transferéncia de telureto de sodio e hidrogénio, seguindo o modelo de sintese de
QDs relatado na literatura (TRIPATHI et al., 2015) com alguns ajustes importantes.

Etapa 1. Desoxigenacdo da agua ultrapura. Em um baldo de 200 mL com
duas vias, foram colocados 200 mL de agua ultrapura com agitacdo magnética
800 rpm. Uma via foi conectada a uma torneira de teflon e vidro de trés vias que
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estava acoplada a uma bomba de vacuo e a linha de N2. Apds vacuo por 1 minuto,
logo foi inflado N2 por 10 segundos, o procedimento foi repedido 5 vezes.

Etapa 2. Ajuste do pH da solugédo de cloreto de cadmio. Em um becker de
100 mL foram adicionados 0,04 g de CdCl,.H,0O (1.99 x10** mol) e 50 mL de agua
ultrapura, obtendo uma solucéo 3.98 x 10-*mol L'*. Em seguida, foram adicionados
0.015 mL de TGA, observando uma colorag&o branca opaco da solucdo de cloreto
de cddmio. Em seguida a dispersao foi colocada em agitacdo magnética a 800
rom e ajustada o pH para 9 com solugdo NaOH 1,0 mol L2, observando uma
mudanca da coloracdo, de opaco a translicido, da solucdo de CdCl>-TGA. A
Solucao foi transferida para um baldo de fundo redondo de 100 mL de 3 vias. A
via central foi acoplada a um condensador em refluxo de saida central 24:40, a
segunda via de saida 14:20 foi acoplada a uma torneira de trés vias acoplada a
um sistema de vacuo/N;, e a terceira via foi vedada com um septo de borracha.
Como mostrado em Figura 20B, uma tubulagdo de borracha flexivel com duas
agulhas de aco inoxidavel nas extremidades, inserida na bomba peristaltica
(Gilson), foi necessaria para transferéncia controlada da solucao de NaHTe (Baldo
A) na solugéo de CdCI; (Baldo B) (Figura 20)

Etapa 3. Para a preparacdo da dispersdo de hidrogenotelureto de
sédio(NaHTe) foram pesados 0.038 g de telurio metalico e 0,051 g de sdédio
borohidreto diretamente transferidos para o baldo A (baldo com duas saidas de
14:20). Rapidamente, uma via do baldo foi conectada a um sistema vacuo/N; e a
outra foi fechada com um septo de borracha.Com auxilio de uma seringa e uma
agulha de metal, previamente condicionada com nitrogénio, foram transferidos 10
mL de agua desoxigenada obtida na etapa 1.

Etapa 4. A imersao dos balbes (A e B) em banho de glicerina foi realizada
a partir de duas chapas previamente aquecidas, uma a 120 °C e outra a 90 °C.
Esperou-se 10 minutos para que o primeiro reservatdrio atingisse a temperatura
interna ideal de 120 °C e, 30 minutos para que o segundo reservatério atingisse
90 °C, ap0s a temperatura constante, os dois baldes foram imersos em banho de
glicerina a0 mesmo tempo, estimando a temperatura interna nos balées A e B em
70 e 100 °C, respectivamente. As dispersdes foram mantidas em agitacdo
magnética a 630 rpm e sob atmosfera de nitrogénio. No baldo A observou-se
mudanca na coloracdo na suspensdo de telureto, de cinza para violeta com
formacao de gas H.. Para despressurizacao foi necessario inserir uma agulha no

septo de borracha.
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Figura 20. Sintese de CdTe-TGA. (A — baldo contendo NaHTe, B — baldo contendo
CdCl2.TGA, C — bomba peristéltica.

Com o auxilio de uma bomba peristaltica operando a uma taxa de fluxo de
2 mL mint, foram transferidos 2 mL da solugdo de NaHTe contida no baldo A para
0 baldo B contendo CdCl,. No bal&o observou-se uma mudanca de coloragdo da
suspensédo do baldo B, de transparente para amarelo citrico. O balao B foi mantido
em refluxo por 30 minutos, sendo em seguida retirado do banho de glicerina e
resfriado a temperatura ambiente. Apés 24 horas a amostra foi centrifugada a
2400 rpm por 5 minutos e recuperado o sobrenadante, repetiu-se o processo 2
vezes. Posteriormente os QDs de CdTe-TGA foram identificados e armazenados
na geladeira a 8° C.

2.4.2.
Sintese de QDs-TGA em fluxo continuo

A sintese em fluxo continuo de quantum dots de CdTe-TGA foi realizada
em quatro etapas principais: (1) Desoxigenacao da agua; (2) Preparacéo e ajuste
do pH da solucdo de cloreto de cadmio; (3) Preparacdo da solucdo de
hidrogenotelureto de sédio(NaHTe); (4) injecdo dos precursores de cadmio e
teltrio por bomba-seringa em sistema de forno tubular com janelas comunicantes,
variando a temperatura e a taxa de fluxo de injecdo variando a raz&o molar entre

os precursores Cd:Te.
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Etapa 1. Desoxigenagdo da agua ultrapura ocorreu idéntica ao processo
descrito na sinese de QDs em batelada (ver no item 2.4.1. Etapa 1).

Etapa 2. Ajuste do pH da disperséo de CdCl.-TGA — Em um backer de 100
mL foi adicionado: 0,04 g de CdCl,H, O (1.99 x 10 “ mol), e dissolvidos em 0.04
L de agua ultrapura, obtendo-se 4,975 x 10 ° mol L. Em seguida, foram
adicionados 0.015 mL de TGA, observando a mudanca de coloracdo da solucdo
de cloreto de cadmio para branco opaco. Em seguida a dispersao foi colocada em
agitacdo magnética a 800 rpm e ajustado o pH para 9.0 com solucdo de NaOH
1,0 mol L%, observando também a coloracdo da solucdo de CdCl,-TGA tornando-
se limpida e incolor. A Solucdo obtida foi transferida para um baldo de fundo
redondo de 50 mL e 3 vias. A primeira via de saida 14:20 foi acoplada a um
sistema de N para eliminar tragos de Ox..

Etapa 3. Preparacéo da solugédo de NaHTe. Em um baldo de fundo redondo
de duas vias foram pesados 0,0076 g de teltrio metalico (5,956 x 10 ° mol) e
0,0122 g de sddio borohidreto (3,23 x 10 * mol), em seguida uma via do baldo foi
conectada a um sistema de N; e a outra fechada com septo de borracha, com o
auxilio de uma seringa de plastico de 20 mL e agulha de metal de 20 cm,
previamente rinsados com N» e dgua desoxigenada, foram transferidos 20 mL de
agua desoxigenada para o baldo contendo teltrio metalico e sodio borohidreto.
Sob agitacdo magnética o baldo foi imediatamente imerso em banho de glicerina
previamente aquecido a 80°C, apds 8 minutos retirou-se do banho de glicerina e
esperaram-se mais 12 minutos para resfriar a amostra, observando-se uma
coloracao roxa claro. Em seguida foram adicionados mais 20 mL de agua
desoxigenada e observando-se uma menor liberagdo de gas de hidrogénio. A
solucdo de NaHTe permaneceu-se em agitacdo por mais 10 minutos, em seguida
utilizada. Obtendo-se 1,489 x 10 -® mol L de NaHTe.

Etapa 4. Com auxilio de uma seringa de vidro (Hamilton) de 5 mL e agulha
de aco previamente rinsados com N2, foram retirados 5,0 mL da solu¢cdo CdCl,
(4,975 x 10  mol L?) e levados a bomba-seringa 1. Do mesmo modo, foram
retirados 5,0 mL (1,489 x 10 * mol L) da solucédo de NaHTe e levados a bomba-
seringa 2. O forno tubular 1, conectado a bomba-seringa 1, foi previamente
aguecido e fixado a temperatura em 110 °C. Pelo forno tubular 2, variou-se a
temperatura em 110, 120, 130 e 140 °C. Para cada teste, variando a temperatura
de trabalho, uma nova solucdo de NaHTe foi preparada conforme a etapa 3.

Inicialmente, as duas bombas-seringas foram ajustas para uma idéntica
vazdo volumétrica de 0,10 mL min? para que os precursores Cd e Te sejam

injetados com a razdo molar de (1:0,3). As tubulacdes foram condicionadas por 5
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minutos e desprezado um volume de 1 a2 mL expurgados. Por cada temperatura
de exercicio foi variada também a vazdo volumétrica de ambas as bombas-
seringas em 0,03; 0,05; 0,10 e 0,15 mL min* e coletadas aliquotas de 1 mL total.

Outros testes foram realizados variando as vazdes das bombas para permitir
de experimentar sinteses em fluxo com diferentes razées molares entre Cd e Te.
Fixando a bomba-seringa 1, contendo o precursor de cadmio, em 0.05 mL min?t e
foi alterada a vazao da bomba-seringa 2, contendo o precursor de teltrio, em 0,05,
0,10, 0,15 e 0,25 mL min™.

2.4.3.
Medicao espectrofotométrica dos QDs-TGA

As amostras de QDs CdTe-TGA sintetizadas em batelada foram diluidas
com agua ultrapura na razéo 1:59 e os QDs-TGA sintetizados em fluxo continuo
diluidos na razdo 1:5,7 e analisadas pelo espectrdmetro de fotoluminescéncia
USB2000+ (OceanOptics), com tempo de integragdo de 800 millisegundos, box
car 5, scanaverage 5. Utilizando-se cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1 cm
e volume 3,5 mL. As fontes de luz monocromatica utilizadas para medi¢édo de
luminescéncia foram de 310, 365 e 405 nm.

As amostras de QDs-TGA sintetizadas em batelada foram precipitadas com
etanol narazdo 1:1 (v/v) em um vial de 3 mL e mantidas em temperatura ambiente
ao abrigo de luz por 24 horas, em seguida foram transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
18.000 rpm, retirado o sobrenadante e repetido o procedimento. O precipitado foi
levado a estufa a 60°C, por 1 hora. O precipitado foi analisado em aparelho de

espectroscopia infravermelho (IV-TF), modelo two spectrum da Perkin Elmer.

2.4.4.
Andlise para carga superficial dos QDs-TGA por potencial zeta

A carga superficial esta diretamente ligada a estabilidade da disperséao
coloidal (Hanaor et al., 2012). A carga superficial dos QDs-TGA em batelada foi
obtida a partir da andlise por potencial zeta, com equipamento SZ-100 da
HORIBA, a 25°C, sendo utilizada célula com eletrodos de carbono descartavel
para medicdo em meio aquoso. Com uma seringa de plastico 5,0 mL do tipo luer-
lock preencheu-se a célula com 0,10 mL de dispersdo coloidal de QDs-TGA

concentrada com pH 8.0 e mediu-se o potencial zeta da solugdo em exame.
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2.4.5.
Determinacao da eficiéncia quantica dos QDs-TGA

A eficiéncia quéantica de fotoluminescéncia (¢) € um paradmetro que quantifica
a capacidade de um determinado fluoréforo de emitir radiagéo e foi estimada pelo
método comparativo com um fluoréforo organico padrdo (emissdo de
fotoluminescéncia de rodamina B em etanol. Uma amostra concentrada de QDs-
TGA sintetizada em batelada foi levada ao UV-Visivel e mediu-se o espectro de
absorvancia. A partir da solugdo concentrada de CdTe-TGA (1,29 x 10 ° mol L?)
foram feitas cinco diluicbes com &gua ultrapura com o objetivo de se obter
absorvancias em torno de 0.08, 0,06, 0,04 0,02 e 0,01 u.a, com as mesmas
amostras diluidas foram feitos os espectros de emisséo de fotoluminescéncia em
Fluorimetro Perkin Elmer LS45, com excitacdo fixa em 365 nm. O mesmo
procedimento foi realizado com robamina B, porém diluiu-se a rodamina B em
etanol. O valor da eficiéncia quéantica de fotoluminescéncia pode ser calculado

pela equacgéo 6 (Kelly G. et al., 1988).

bx = bsr [Gmdxl [q,%] (6)

Gradstl |nér

Onde: ¢ é a eficiéncia quantica; Grad é o coeficiente angular; n é o
indice de refracdo do solvente; x e ST sao utilizados para amostra e o

padréo, respectivamente (Kelly G. et al., 1988).

2.4.6.
Andlise fluorimétrica e efeito da vazao volumétrica em fluxo continuo

A analise fluorimétrica dos QDs-TGA em batelada foi testada em um sistema
de fluxo continuo (Setup B - analise fluorimétrica em fluxo continuo), onde utilizou-
se primeiramente agua para avaliar a presenca de vazamento do sistema. Em
seguida uma amostra de QDs-TGA sintetizada em batelada foi diluida em agua
ultrapura 1:59 e transferida para uma seringa de vidro lock-luer de 1 mL e didmetro

interno de 4,607 mm, e posta em bomba-seringa. Para avaliar o comportamento


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

78

do efeito da vazdo volumétrica, a solucdo em exame foi injetada no sistema de
medicdo com uma vazdo volumétrica variavel de 0,01 a 0,07 mL min?. As
configuracbes de contorno para obtencdo de uma melhor resolucédo espectral
foram otimizadas no softwere Spetra Suit em: tempo de integracdo de 800
milissegundos, suavizacdo do espectro (box car width) de 5 e aquisicédo espectral
(scan averege) de 5 fonte com de excitacdo fixa em 365 nm.

2.4.7.
Filmes finos de QDs-TGA em matrizes poliméricas para prototipagem
de substrato analitico utilizado como nanosondas

2.4.7.1.
Impregnacéao de QDs-TGA em PDMS

Foram realizados testes com o objetivo de funcionalizar a superficie do
polimero elastémero PDMS com QDs-TGA (batelada) por método de impregnacéo
a fim de formar um filme fino luminescente, e posteriormente utiliza-lo como sonda
analitica para substancias de interesse bioldgicos.

Para o primeiro teste foi hidroxilada a superficie de um reservatério, de
dimenséo 1,0 x 2,0 x 0,5 cm, cujas paredes sdo de PDMS e fundo de vidro. Os
reservatorios foram limpos com alcool etilico e secos em estufa, em seguida
hidroxilados em plasma cleaner (2 minutos de vacuo e 3 minutos de plasma)
(PANDOLI et al., 2015). Em um dos reservatorios foram depositados 50,0 pL de
QDs-TGA concentrado, no outro reservatorio, foram depositados 50,0 yuL de QDs-
TGA diluido (1:14). ApOs as deposicoes ambos foram secos em estufas,
repetindo-se o processo com mais 50 uL em cada reservatério. Posteriormente,
preencheram-se totalmente os dois reservatdrios com uma mistura de elastémero
base e agente de cura 10:1 (v/v), previamente desgaseificada. O sistema foi
levado para curar em estufa a 60°C por 1 hora. Com auxilio de um bisturi o
compésito foi delicadamente cortado e retirado do reservatorio.

Em um segundo teste aproximadamente 2 mL da mistura de PDMS (10:1) foi
vertida sobre dois reservatorios limpos. A mistura foi desgaseificada e curada em
estufa a 60 °C por apenas 15 minutos para obter um PDMS parcialmente
polimerizado. Sob o PDMS ainda pegajoso, 0,10 mL de dispersédo de QDs-TGA
concentrada foram adicionados por gotejamento. Em seguida foi posto na estufa

a 60 °C durante 1 hora para completar o processo de cura do polimero.
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Em um terceiro teste, foi preparada uma mistura de PDMS (10:1),
desgaseificada em vacuo e curada em estufa a 60 °C por 15 minutos. Com a
mistura parcialmente polimerizada, depositou-se 50,0 pL de QDs-TGA sobre o
PDMS e espalhou-se com jato de N». Posteriormente, o polimero foi levado a
estufa a 60 °C por 45 minutos para o processo completo de cura.

Um quarto teste foi realizado com o objetivo de deixar a superficie do PDMS
mais hidrofilica para interagir com a dispersdo aquosa de QDs-TGA.
Primeiramente, preparou-se uma mistura de PDMS (10:1) e transferiu-se para um
reservatdrio limpo, onde foi desgaseificada e curada em estufa a 60 °C durante 1
hora. O PDMS curado foi cortado com bisturi e transferido para uma lamina de
vidro previamente hidroxilada. Em seguida, o PDMS sobre a lamina de vidro foi
levado ao plasma cleaner por 3 minutos para hidroxilar a superficie exposta do
PDMS. Ap6s hidroxilacao foi subdividido em trés partes distintas. Sobre a primeira
parte depositou-se 0,050 mL de QDs-TGA e espalhou-se com corrente de N2 Na
segunda parte depositou-se 0,050 mL de QDs-TGA e espalhou-se com espatula.
A terceira parte foi inclinada a um angulo de 45°, e depositado, 50,0 UL de QDs-
TGA com objetivo de escorrer e formar filme fino sobre o PDMS. As trés partes
foram secas em estufa 60°C, em seguida observadas previamente a
luminescéncia sob fonte de LED 365 nm.

2.4.7.2.
Preparacdo do compdésito de PDMS-QDs-TGA

Com o propésito de formar uma pelicula de QDs-TGA (batelada) em matriz
de PDMS procedeu-se adicionando 0,30 mL de QDs-TGA concentrado, em uma
mistura de PDMS (0,80 g elastbmero base e 0,08 g agente de cura). A mistura foi
homogeneizada e desgaseificada a vacuo. Observando-se opalescéncia e
luminescente em LED 365 nm a olho nu. Essa mistura foi depositada em um
reservatdrio de PMDS com fundo de vidro de 2,5 x 7,0 cm, previamente limpo com
etanol e seca do em estufa. A mistura foi espalhada de maneira a cobrir toda a
superficie do vidro disponivel e formar uma fina camada de 1-2 nm. Em seguida o
sistema foi curado em estufa a 60 °C por 1 hora e recoberto com uma segunda
nova mistura de PDMS/agente de cura (10:1) previamente desgaseificada. O
composito foi desgaseificado em vacuo e curado por 1 hora em estufa a 60 °C
(MAZUREK et al., 2016). Em seguida o composito foi dividido em cinco partes e
identificado como A, B, C, D e F como mostra a Figura 32 (item 3.6). A parte C

(Figura 32, item 3.6). foi realizado teste de estabilidade ao longo do tempo. A parte
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D foi imersa em agua ultrapura por 2-80 minutos e medido a fotoluminescéncia.
Para o estudo em agua utilizou-se a lamina D, o espectro de fotoluminescéncia foi
obtido a partir da lamina seca recém funcionalizada, e observada apés 2 e 80
minutos imersa em agua. A lamina C foi utilizada para avaliar a estabilidade do
compgdsito de PDMS-QDs-TGA ao longo do tempo em temperatura ambiente.
Ambos os compdésitos C e D foram postos em cubeta de quartzo, caminho éptico
de 1 cm, de modo que ficassem a 90° em respeito a fonte de excitacdo e 0° ao
espectrbmetro. As analises de fotoluminescéncia foram feitas num
espectrofluorimetro Perkin Elmer, modelo LS-45, em uma taxa de varrimento de
1000 nm min 1. A fonte de luz de excitacdo foi a 320 nm. Os espectros de

luminescéncia foram adquiridos pelo sofwere FL Winlab®.

2.4.7.3.
Composito PVA-QD-TGA sobre substrato de vidro

Em alternativa ao PDMS, o PVA foi testado para obtencéo de um filme fino
luminescente sobre substrato de vidro. O nanocompésito polimérico foi sintetizado
pela técnica ex situs, a técnica consiste na sintese do compésito em dois passos.
Primeiramente ocorre a sintese dos QDs-TGA, e posteriormente, € introduzida a
matriz polimérica (TRIPATHI et al.,, 2015). Inicialmente preparou-se uma
dispersdo de PVA, onde foram pesados 0,30 g e solubilizados em 10,0 mL de
agua ultrapura, sob agitacdo magnética 400 rpm a 60°C até dissolucao total em
uma amostra transparente e viscosa, conforme a literatura (OHM E OBER, 2013;
SHARMA et al. TRIPATHI, 2013; TRIPATHI et al., 2015) com algumas
modificagdes importantes. A amostra foi resfriada em temperatura ambiente, e
adicionados 0,05 mL de QDs-TGA concentrado previamente sintetizado, agitando-
se por mais 10 minutos a 60 °C, identificado como dispersdo 1. Tomou-se 2,0 mL
dessa disperséo 1 e adicionou-se mais 0,2 mL de QDs-TGA, agitou-se por 10
minutos, identificado como disperséo 2.

Posteriormente foram limpas duas laminas de vidro 2,5 x 2,5 cm com agua,
sabdo, etanol, acetona e agua, cada um em ultrassom por 10 minutos,
respectivamente, e secadas em estufa. Sob uma lamina foi adicionado 2,0 mL da
disperséo 1 e na outra 2,0 mL da disperséo 2, gota a gota de maneira a cobrir toda
a lamina. Os vidros foram identificados como A e B, respectivamente e ficaram

secando-se em temperatura ambiente por 72 horas. A disperséo 1, do vidro A,
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escorreu pelas bordas, A dispersédo 2, do vidro B apresentou grande
luminescéncia em LED 365 nm a olho nu.

Como o objetivo de melhorar a espessura da pelicula, foi preparada uma
nova dispersao 2, porém ao adicionar QDs-TGA ndo foi mais aquecido, somente
agitado. Oito laminas de vidro 2,5 x 2,5 cm foram limpas nas mesmas condi¢des
anteriores. Sobre 2 laminas foram depositados 0,50 mL de disperséo 2. Em outras
2 laminas depositado (Figura 35C) mL da dispersao 2, essas 4 laminas foram
secas em temperatura ambiente em outras 4 laminas foram depositadas da
mesma forma, porém secas em estufa a 60 °C por 1 hora (Figura 35C).

Um outro teste foi realizado, uma placa de petri com didmetro interno de
7,5 cm, foi limpa com etanol, e seca em estufa, sobre ela depositou-se 0,50 mL
de dispersao 2 de PVA-QDs-TGA, a qual foi espalhada ao maximo com auxilio de
uma ponteira, ndo sendo possivel cobrir toda a area da placa. A placa foi levada
a estufa 60°C por 1 hora. Formando-se uma pelicula muito fina e luminescente em
sob LED 365 nm a olho nu.

Em outra placa de petri com 10 cm de diametro interno, foi depositado 2
mL da disperséo 1, espalhada da mesma maneira e levada a estufa 60°C por 1
hora observou-se que O PVA-QDs-TGA concentrou-se nas bordas onde ficou
mais espessa e o centro da placa formou-se uma pelicula mais fina, podendo ser
observado luminescéncia sob LED 365 nm a olho nu. Essa pelicula se aderiu-se
a placa e nao foi possivel ser retirada.

Em um novo teste utilizando 2 mL da disperséo 2, placa de petri de 10 cm,
e espalhada com ponteira, seca por 24 horas em temperatura ambiente (Figura
35C).

Realizou-se um estudo de estabilidade do decaimento da intensidade de
fotoluminescéncia da pelicula de PVA-QDs-TGA, sendo acompanhado ao longo
de 15 dias. A amostra foi posta em suporte para sélidos de fluorimetro Perkin
Elmer (Figura 37). Os espectros foram obtidos fluorimetro Perkin com uma fonte
de excitacdo a 320 nm. Um filtro atenuador se fez necessario, deixando passar

somente 10% da emissé&o, para ndo saturar o detector.

2.4.7.4.
Estudo de solubilidade das peliculas de PVA-QDs-TGA

O PVA pode absorver grandes quantidades de agua, mas é pouco soluvel em
etanol e insollveis na maioria dos solventes organicos (Baker et al., 2012; Liau e

Lin, 2017). As peliculas de PVA-QDs-TGA preparada sem tratamento térmico,
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foram submetidas a testes qualitativos de solubilidade com diferentes solventes
organicos, tolueno, etanol, DMSO, acetona, acetato de etila, &lcool isopropilico,
cloroférmio e tricloreto de etileno. Em vials de 3 mL foram postos pequenos
pedacos das peliculas e 0,5 mL dos solventes mencionado em cima.

2.4.7.5.
Pelicula de PVA-QDs-TGA por spin-coating sobre lamina de vidro

Com afinalidade de controlar a espessura do compadsito PVA-QDs-TGA sobre
o substrato de vidro para formar filmes finos de compasitos, foi utilizado técnica
de deposicdo por spin coating e caracterizado a espessura das laminas por
perfilometria.

Primeiramente foi preparado os compdsitos poliméricos variando as
concentracdes de QDs-TGA e PVA para aumentar a viscosidade e a concentracao
de QDs-TGA na matriz do PVA. Procedeu-se segundo as quantidades descritas
na Tabela 2. Em 6 vials de 3 mL foram pesados o PVA (54 ou 108 mg) e
solubilizados com seus respectivos volumes de agua (1,2-1,8 mL), a 60°C e sob
agitacdo magnética a 800 rpm até atingir total solubilizacdo, o que levou
aproximadamente 20 minutos. Em seguida esperou-se esfriar e adicionou os
respectivos volumes de QDs-TGA (0,2-0,8 mL) como indicados na Tabela 2 e
agitou-se por mais 5 minutos com a mesma velocidade e temperatura ambiente.

Os espectros de emissdo de fotoluminescéncia das amostras de
compositos PVA-QDs-TGA indicadas na Tabela 2. foram obtidos em fluorimetro
portétil Ocean Optics USB2000+, utilizando um suporte de cubeta com fendas
intercambiaveis com conectores SMA (Setup-C, item 2.3.), uma fonte
monocromaética de excitacdo de LED LSS 365 nm e cubeta de acrilico de 1 mL.
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Tabela 2. Esquema para sintese de compésitos de PVA-QDs-TGA variando a
concentracdo de QDs-TGA e PVA.

Amostra PVA QDs-TGA Agua (mL)
(Composito) (mg) (mL)
1 54 0,200 1,800
2 54 0,400 1,600
3 54 0,800 1,200
4 108 0,200 1,800
5 108 0,400 1,600
6 108 0,800 1,200

Para deposicao dos filmes foram cortadas 10 laminas de vidro 2,5 x 2,5 cm
e limpas com agua e sabdao e levadas ao ultrassom por 10 minutos com etanol e
logo em acetona, secas em corrente de N e estufa. Duas dessas laminas foram
hidroxildas em plasma de oxigénio por 3 min. As laminas foram introduzidas no

equipamento de spin coating.

2.4.8.
Filme de QDs-TGA sobre substrato de vidro limpos, hidroxilados e
silanizados com APTS ou AEAPTS

2.4.8.1.
Limpeza dos vidros

No presente trabalho utilizou-se dois métodos para limpeza dos substratos
de vidro, um método utilizando solugéo piranha (FLINK et al., 2001) e o outro com
solventes orgéanicos descritos por Hiroki et al (2000) com algumas modificacdes.
No método de limpeza 1, apés as laminas serem cortadas no tamanho desejado
(2,0 x 2,5 cm), foram limpas com agua destilada e detergente neutro 5%. Nessa
etapa foi utilizado um pano macio para remover particulados e uma pinca de teflon
para manipular as laminas. Em seguida elas foram enxaguadas com abundantes
jatos de agua destilada. As laminas foram transferidas para uma cuba com suporte

de teflon, e postas em banho de ultrassom com agua ultrapura por 10 minutos,
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trocou-se a agua e repetiu-se o banho. Transferiram-se os vidros para outra cuba
de teflon contendo solugéo piranha para hidroxilagdo (NEUPANE et al., 2014).
No método de limpeza 2, seguiu-se 0 mesmo procedimento que o método
de limpeza 1, sem utilizagdo de solugdo piranha. Apés o banho em ultrassom as
laminas foram secas em corrente de N, e estufa 100°C, resfriadas em temperatura
ambiente, e postas em banho de ultrassom por 10 minutos com tricloroetileno,
acetona e etanol respectivamente, repetiu-se o banho com etanol (HIROKI et al.,
2000) logo receberam jatos de N2 para remover possiveis particulados e foram
secas em estufa a 100°C. Apés resfriadas, em temperatura ambiente, foram

hidroxiladas em plasma cleaner.

2.4.8.2.
Hidroxilagdo dos vidros

Neste trabalho foram utilizados dois procedimentos para a hidroxilacdo da
superficie das laminas de vidro. Um método utilizando-se solugéo piranha e o
outro utilizando plasma de O, (MCINTIRE et al., 2006). A solucéo piranha por ser
um forte agente oxidante € usada para remover residuos organicos ou quaisquer
impurezas da superficie de substratos de vidro, assim como a hidroxilagdo da
superficie dos mesmos. (PALLAVICINI et al., 2010; NEUPANE et al., 2014). E
preparada a partir de 3 partes de H.SO4 para 1 de H20: (3:1), cuidadosamente
em banho de gelo. (VASHIST, 2011).

As laminas de vidros ap6s a limpeza com agua e sab&do conforme método 1
(ver item 2.4.8.1.) foram transferidas para uma cuba com suporte de teflon
contendo solug&o piranha recém preparada, onde as laminas permaneceram por
40 minutos a 70°C (BERTIN e SCHLAAD, 2009). Apés essa etapa, os vidros foram
transferidos para outra cuba de teflon e postos em banho de ultrassom por 2
minutos, com &gua ultrapura para remover o excesso de solugdo piranha, a agua
foi trocada e repetiu-se a lavagem em ultrassom por quatro vezes. Em seguida os
vidros foram enxaguados abundantemente com jatos de &gua ultrapura, secos
com N e postos na estufa a 100°C durante 5 minutos.

A hidroxilag&o dos vidros por plasma de O, prosseguiu da seguinte maneira:
As laminas de vidro, apés o método de limpeza 2 descrito na se¢éo 2.4.8.1., foram
secas e postas no plasma cleaner para hidroxilacdo da superficie. O aparelho de
plasma foi previamente limpo com alcool isoproilico, e condicionado com um ciclo
de 2 minutos de vacuo e 3 minutos de plasma. Em seguida foram introduzidas as

laminas e feito um ciclo de vacuo e plasma respectivamente. Um estudo foi
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realizado para avaliar o melhor tempo em véacuo e plasma, e as melhores
condicdes de hidroxilagdo, como mostra item 3.9.1.. A hidroxilagc&o foi monitorada
através da medida do angulo de contato de uma gota de agua através de um
goniébmetro com medida digital (Ramé-hart intrument co.).

2.4.8.3.
Silanizacéo dos vidros com APTS, AEAPTS ou MPTS.

O processo de silanizagcdo com APTS, AEAPTS ou MPTS é baseado na
metodologia de Pallavicini et al. (2009) com algumas adaptacdes. Esse protocolo
foi estabelecido apds um estudo do tempo e concentracao ideal para sinalizacao
da superficie de vidro com MPTS.

Silanizagdo Método 1 — Preparou-se uma solucdo 2,5% APTS, AEAPT ou
MPTS em tolueno e transferiu para uma cuba de teflon, onde foram inseridos os
vidros hidroxilados, mantidos a 40°C por 2 horas sob agitagdo magnética 600 rpm.
Ao término, os vidros foram postos em banho de ultrassom com tolueno, etanol-
tolueno (1:1) e etanol respectivamente, durante 5 minutos cada. Repetiu-se um
banho com etanol. Em seguida foram secos em corrente N, e postos na estufa a
100° C durante 5 minutos para condensacdo dos grupos silanos (-Si-OH) até
formacgé&o dos grupos condensados siloxanos (-Si-O-Si-) (QUEIROZ et al., 2012).

Silanizagdo Método 2 — A fim de minimizar a toxicidade do processo de
silanizagéo, substitui-se o tolueno por etanol. Apds o processo de hidroxilacao por
plasma, os vidros foram imersos em uma cuba de teflon contendo uma solugéo
de APTS ou AEAPTS 2,5% em etanol, sob agitacdo magnética por 6 horas a
temperatura ambiente. Em seguida foram lavados em banho de etanol em
ultrassom por 5 min (2 vezes), secos em N2 e condensados em estufa a 100°C
por 5 minutos. (WANG, Y. et al., 2006; VAKARELSKI et al., 2007)

2.4.8.4.
Funcionalizagcdo das laminas silanizadas-AEAPTS com QDs-TGA-
EDC-NHS

A imobilizacéo dos QDs de CdTe na superficie do vidro foi testada por dois
procedimentos experimentais. A primeira técnica de imobilizacdo quis explorar a
interacdo eletrostatica entre o grupo amino terminal presente no vidro com o grupo

carboxilato do TGA ligado na superficie dos QDs. Os vidros silanizados-AEAPTS
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foram mergulhados em uma dispersdo de QDs-TGA concentrada durante 12
horas.

A segunda técnica de imobilizacao quis explorar a formagéo de uma ligacao
covalente, entre o AEPTS e o QDs utilizando os catalisadores EDC e NHS. Em
dois tubos de ensaio graduados de vidro foram adicionados 0,500 mL de QDs-
TGA e 0,500 mL de EDC (2,0x 102 mol L), mantidos sob agitacdo magnética,
1200 rpm por 10 minutos, em seguida adicionados 0,500 mL de NHS (2,0x 107
mol L) e mantidas em agitagdo por mais 30 min.

Uma lamina de 1,0 x 2,5 cm, limpa conforme o método de limpeza 2
(solventes organicos), hidroxilada em plasma cleaner e silanizada com AEAPTS
2% em etanol conforme método 2 a lamina ficou imersa por 12 horas na dispersao
coloidal aguosa previamente preparada para obter a reacdo de amidacao. Depois,
os vidros foram lavados com jato de agua ultrapura e levados ao ultrassom com

agua ultrapura por 1 minuto, em seguida secos em corrente de Na.

2.4.8.5.
Funcionalizacdo das laminas silanizadas-AEAPTS com QD-TGA-EDC

Primeiramente foram sintetizado QDs-TGA com EDC em seguida imersa a
lamina silanizada com AEAPTS da seguinte maneira: Em dois tubos de ensaio
graduados de vidro foram adicionados 0,500 mL de QDs-TGA e 0,500 mL de EDC
(2,0x 10 mol L?), mantidos em agitagdo magnética, 1200 rpm por 10 minutos,
logo em um tubo foi imerso uma lamina 1,0 x 2,5 cm, limpa conforme o método de
limpeza 2 (solventes organicos), hidroxilada em plasma e silanizada com AEAPTS
2% em etanol conforme método 2, para obter a reacdo de amidacdo somente com
EDC. A dispersdo com a lamina permaneceu em agitacdo por 10-20, 40, e 60
minutos. Os vidros foram lavados com jato de agua ultrapura e levados ao
ultrassom com agua ultrapura por 1 minuto, em seguida secos em corrente de Na.
(ARNOLD et al., 2008; AGNIHOTRI et al., 2013).

2.4.8.6.
Modificacdo da superficie dos QDs-TGA com APTS/AEAPTS para
funcionalizagdo das laminas de vidro limpas e hidroxiladas

A modificacao da superficie de QDs-TGA encapados com grupos carboxilicos
terminais pode ser adquirida com auxilio de reagentes como EDC e NHS,

favorecendo ligacbes covalentes por amidacdo dos grupos aminas terminas
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contidos nos seguintes reagentes: APTS e AEAPTS (SUSUMU et al., 2009; GUI
et al., 2013).

Preparou-se uma solugédo mée de EDC, solubilizando 0,1001 g num baldo 10
mL com &gua ultrapura, obtendo 5,22 x 102 mol L. Para uma solugéo filha de
EDC, uma aliquota de 1,915 mL da mae foi transferida para um baldo de 5 mL e
avolumado com agua ultrapura obtendo uma solugdo 2,0 x 102 mol L. Preparou-
se uma solucdo méae de NHS, solubilizando 0.1003 g num baldo de 10 mL com
agua ultrapura, obtendo 4,62 x 102 mol L. Para uma solucéo filha de NHS, uma
aliquota de 2,165 mL da solucdo mae foi transferida para um baldo de 5 mL e
avolumado com agua ultrapura obtendo uma concentracgéo final de 2,0 x 10 mol
L. Preparou-se uma solucdo de APTS, em um baldo volumétrico de 10 mL
adicionando 0,106 mL de APTS (97%), em seguida avolumado com agua
ultrapura, obtendo 6,01 x 102 mol L. Preparou-se uma solucdo de AEAPTS em
um baldo volumétrico de 10 mL em um baldo volumétrico de 10 mL adicionando
0.1299 mL de AEAPTS (95%)e avolumando com agua ultrapura para uma solucao
de concentracfo final de 6,01x 102 mol L (XING et al., 2007; MAGALHAES,
2014).

Em dois tubos de ensaio graduado de vidro foram adicionados 0,500 mL de
QDs-TGA concentrados e 0,500 mL de EDC (2,0 x 102 mol L'') e mantidos em
agitacdo magnética 600 rpm por 20 minutos. Posteriormente foram adicionados
0,500 mL de NHS (2,0x 10 mol L'*) e mantidos em agita¢do por mais 10 minutos.
Em um tubo foram adicionados 0,20 mL de solucdo AEAPTS (6,01 x 10 mol L?)
e no outro tudo 0,20 mL de solucdo APTS (6,01 x 102 mol L) ambos ficaram em
agitacao 600 rprm por 30 minutos.

QDs-TGA-AEAPTS e QDs-TGA-APTS sendo acrescentados 2 mL de agua
ultrapura para melhor a disperséo das particulas precipitadas. 2 laminas de 1,0 x
2,5 cm foram limpas conforme método de limpeza 2 (4.3.9.1) e hidroxiladas em
plasma cleaner (4.3.9.2),porém nao silanizadas. Cada lamina foi imersa em um
tubo de ensaio graduado, um contendo QDs-TGA-AEAPTS e o outro QDs-TGA-
APTS. Ambas as laminas ficaram em agitacdo magnética a 600 rpm por 6 horas.
Os vidros foram retirados e limpos com jatos de agua ultrapura, posteriormente
levados ao ultrassom por 1 minutos com agua ultrapura e secos em correntes de
Na.
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2.4.9.
Estudo de estabilidade das laminas funcionalizadas com QDs-TGA

As laminas funcionalizadas com QDs-TGA utilizando somente com
catalisador EDC, foram analisadas em fluorimetro Ocean Optics com o setup-C.
As laminas foram adaptadas ao suporte de lamina e introduzidas em uma cubeta
de quartzo para analise. Os parametros de contorno foram ajustados no software
(Spectra Suite) para uma melhor resolugéo espectral com tempo de integracéo de
800 milissegundos, largura (box car) 5 e aquisi¢do espectral (scan averege) de 5

com fonte de excitagdo monocroméatica em 365 nm.

2.5.
Procedimento Experimental - parte

2.5.1.
Sintese NPsAg-ligante em fluxo continuo

Inicialmente foram preparadas solugdes mae de AgNOs; e ligante organico
(citrato trissodico, ou tartarato de sédio e potassio) na concentracdo de 1,0 x 10 -
2mol L, a partir delas as soluges filhas diluidas de 1,0 x 10 - mol L. Preparou-
se uma solucédo mée de NaBH, 1,0x 10 2 mol L%, a partir dela as solucées filhas
diluidas 1,25 x 10 = mol L.

O método de sintese em fluxo continuo de NPsAg-ligante consistiu em
duas bombas-seringas (Figura 21-A e B). Em uma bomba foi introduzido 5,0 mL
da solucédo de AgNO3 (1,0 x 10 * mol L?), e na outra 5,0 mL do precursor do ligante
organico (0,5 ou 1,0 x 10 * mol L?). As solugdes foram injetadas com a mesma
taxa de vazdo de 0,25 mL min* para obter a razdo molar 0,5:1 ou 1:1 (Ag*/ligante).
As solucdes foram injetadas para um micromisturador-T (Figura 21C), em seguida
passando por uma tubulacdo de 90 cm enrolado (coil), onde ocorreu a
complexacdo. Posteriormente o complexo formado recolheu-se em um vial
contendo 5,0 mL do agente redutor NaBH, (1.25 x 10 - mol L), recém preparado,
mantidos em agitagdo 500 rpm, a 25° C (Figura 21D). Para cada sintese foi obtido
um volume total de 15 mL com as seguintes proporcdes de Ag/Ligante/Boroidreto
1:1:1,25 e 1:0,5:1,25. As amostras foram armazenas ao abrigo da luz e sob
refrigeracéo 8°C. Um novo teste também foi realizado, ajustando-se o pH da agua
para 8.0 com NaOH 0,1 mol L't. Em seguida preparou-se a solucdo mée e filha de
NaBHa.
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Figura 21. Sistema de sintese em fluxo de NPsAg-ligante. A) Bomba seringa contendo de
AgNO3z 1,0 x 10 -® mol L1 B) Bomba seringa contendo ligante 0,5 ou 1,0 x 10 * mol L1 C)

micromisturador-T para complexacédo Ag-Ligante, D) Vial com NaBH4 1,25 x 10 -2 mol L-
1

2.5.2.
Medic&o espectrofotométrica das NPsAg-ligante em fluxo continuo

2.5.2.1.
Medicdo espectrofotométrica do efeito da vazdo volumétrica das
NPsAg-ligante em fluxo continuo

O efeito da taxa da vazdo em fluxo continuo foi analisado utilizando a
configuracdo experimental setup-A. Uma seringa de vidro de 10 mL foi preenchida
com NPsAg-citrato, e injetado em diferentes taxas de vazdes (0,1 — 0,6 mL L),
com a finalidade de avaliar alguns efeitos como: aumento, diminuicdo ou
deslocamento do sinal da absorvancia em funcdo da vazdo volumétrica.
Primeiramente as solugdes coloidais de NPsAg-citrato foram diluidas 1:4 (v/v) com
agua ultrapura de maneira a obter um sinal de absorvancia préximo a 0,6 u.a.
Inicialmente, as solugdes diluidas foram injetadas com uma taxa de vazéo de 0,10
mL L?, apds estabilizagdo do sinal, a vazdo foi aumentada até 0,6 mL L e
registrada como mostra a Figura 47.
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2.5.2.2.
Medicao espectrofotométrica do efeito da diluicdo das NPsAg-ligante
em fluxo continuo.

A analise do efeito da diluicdo em fluxo continuo foi realizada com setup-
A. As NPsAg-citrato foram diluidas (1:4) com &gua ultrapura, a fim de obter um
sinal de absorvancia proximo a 0,6 u.a, com essa solugdo preencheu-se uma
seringa de vidro de 10 mL, em outra seringa preencheu-se somente com agua
ultrapura. Ambas foram colocadas nas respectivas bombas-seringas.

A solucéo coloidal de NPsAg-citrato foi fluxada com uma taxa de vazao fixa
de 0,40 mL mint, Primeiramente avaliou-se as o sinal sem agua, logo se variou a

vazdo da agua de 0,10 - 0,40 mL min %, como mostra a Figura 48.

2.5.2.3.
Analise em UV-Vis para a determinacdo dos farmacos com NPsAg-
ligante em batelada

A medicao espectroscopica em batelada para analise com os farmacos
trissulfato de neomicina mono hidratado e canamicina procedeu-se da seguinte
maneira. A solugao coloidal NPsAg-citrato foi diluida 1:9 com agua ultrapura e as
NPsAg-tartarato 1:4, a fim de obter absorvancia préxima a 0,3 u.a. Em um
microtubo de centrifugacdo de 2 mL, foram depositados 1,80 mL de NPsAg-
ligante, em seguida 0,20 mL de farmaco para que as concentragdes finais dos
farmacos fossem de 10, 10°, 107, 10®e 10° mol L%, respectivamente. Esperou-
se 10 minutos para reagir e analisou o0 espectro de absorbancia, numa faixa de

200-700 nm. O branco foi realizado com &gua para corrigir o efeito da dilui¢&o.

2.5.2.4.
Anélise em UV-Vis para a determinacdo dos farmacos com NPsAg-
ligante em fluxo continuo

A determinacéo do farmaco com as NPsAg-citrato foi realizada em sistema
de analise em fluxo conforme o setup A. A solucéo coloidal de NPsAg-citrato foi
dispensada constantemente com uma vazdo volumétrica de 0,40 mL min?,
enguanto a solucdo de farmaco (10°-10® mol L?) foi dispensada com vazéo
variada entre 0,1-0,4 mL min, ambas foram dispensadas por meio de tubula¢es

no micromisturador-T”, e seguiram por um coil para aumentar a eficiéncia da
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mistura e interacdo entre o farmaco e as AgNPs-citrato. Em seguida a solugéo
coloidal na presenca do farmaco em analise foi monitorada pelo espectrometro
UV-visivel USB2000+ passando pela cela de fluxo com caminho 6ptico 10 mm.

2.5.3.
Filmes finos de NPsAg-ligante depositadas sobre substrato de vidro
silanizados com MPTS.

Com afinalidade de funcionalizar I1aminas de vidro com NPsAg-ligante, para
serem posteriormente utilizadas como sensores LSPR (Localized Surfasse
Plasmon Ressonance) (PETRYAYEVA E KRULL, 2011; MAURER et al., 2014).
Um estudo do melhor método de limpeza, hidroxilacéo, silanizacdo com MPTS e
tempo de imersdo das laminas em dispersdo de NPsAg-ligante, foi realizado
estabelecendo um protocolo em nosso laboratério.

As laminas de vidro foram utilizadas como sensores LSPR para a detec¢éo
do antigeno da Candida albican. O sensor corresponde a lamina de vidro com
nanoparticulas de prata aderidas a superficie e funcionalizadas com anticorpos
anti-candida da classe das imunoglobulinas, Este trabalho de funcionalizagdo com
anticorpos apos a deposi¢do das NPsAg-ligante foi desenvolvido em parceria com
o departamento de Bio-engenharia da Universiade de Pernambuco (NEVES et al.,
2015).

As laminas foram cortadas 1,0 x 2,5 cm, limpas pelo método 1 e hidroxiladas
com solucdo piranha, posteriormente silanizadas com MPTS 2,5% em toluento
como descrito anteriormente. As laminas foram imersas em disperséo de NPsAg-
tartarato, Ag : tartarato (1:1), durante 12 H, lavadas com jatos de agua e sunicadas
com agua por 1 minuto e secas em correntes de N,

A funcionalizacdo das laminas com os anticorpos nao fez parte das
atividades desta dissertacdo, mas € aqui apresentada de forma a estabelecer um
registro de todas as etapas de desenvolvimento do sensor. Posteriormente as
laminas de vidro com NPsAg-tartarato foram limpas com uma solugcédo de acido
nitrico (0,2 mol L), em seguida imersas por aproximadamente 2 horas em uma
numa solucéo 0,05 mol L de cisteamina (2-aminoetanotiol) em etanol.

Para imobilizar os anticorpos da candida, as laminas com NPsAg-tartarato-
cisteamina foram imersas durante 1 hora em solucdes salinas tamponadas com
fosfato (PBS) com diferentes concentracdes de anticorpos. Os grupos de amina
livre da cisteamina que nédo se ligaram aos anticorpos foram bloqueados com

glicina, as laminas de vidro com NPsAg-tartarato-cisteamina-anticorpos foram
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imersas durante 1 hora em uma solucdo aquosa de glicina a 0,050 mol L-%. As
laminas foram limpas com agua.

Foram preparadas solug6es de antigenos de Candida albicans de diferentes
concentracdes. Depositou-se um pequeno volume da solugéo de antigeno sobre
a lamina funcionalizada e deixou interagir por 1 hora depois esperou secar e foram
analisadas por espectroscopia. Os espectros UV-visiveis de cada etapa da
funcionalizacédo foram obtidos em uma faixa de 350 nm a 800 nm, utilizando um
espectrofotbmetro da Thermo Scientific (modelo Evolution 600), com resolucdo

espectral de 0,2 nm.
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Resultados e discussao — Parte |

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes a sintese em
fluxo e caracterizacdo de QDs de CdTe-TGA, formacdo de compdsitos QDs-
polimeros, formacdo de filmes finos de QDs-TGA em matrizes poliméricas,
hidroxilacdo e silanizacdo de superficies de vidro para formacdo de filmes

luminescentes.

3.1
Comparacéo entre a sintese de QDs-TGA em batelada e a sintese de
QDs-TGA em fluxo continuo

3.1.1.
Sintese de QDs de CdTe-TGA em batelada

A sintese em batelada ocorreu em duas etapas: (i) reducdo do tellrio
metalico a hidrogenotelureto de sodio (NaHTe) em banho de glicerina, por acdo
do agente redutor borohidreto de sédio (NaBH4) (Equacgédo 7) e (i) adicdo da
solucéo recém-preparada de NaHTe a uma solucao de cloreto de cadmio (CdCly),
seguida de continua agitacéo e aquecimento a 100°C (Equacéao 8) em refluxo por
40 min (VIOL et al., 2011; DAl et al., 2012).

4NaBH4(s) + 2Te(s) + 7H20(aq) - 2NaHTe(aq) + NaZB407(aq) + 14H2(g) (7)
NaHTe(aq) + CdClz(aq) - CdTe(s) + NaCl(aq) + HCl(aq) (8)

Observa-se que na etapa (i), Equagdo 7, o NaBH. desempenha duas
funcdes: a primeira, como agente redutor na rapida reducdo do Te® a Te? para
fornecer a nucleagéo rapida dos QDs, e a segunda como protetor para evitar a
oxidacdo de Te? durante o crescimento dos QDs (WU et al., 2012). Por esse
motivo, o NaBH4 sempre foi utilizado em excesso, tipicamente numa razdo molar
de NaBH4/Cd?*/Te’de 1,3:1,0: 0,2 (VIOL et al., 2011).

A reducéo do Te®por NaBH. é o processo mais utilizado para preparagéo
de QDs de CdTe-TGA (GAPONIK et al., 2002; RIBEIRO et al., 2013). No entanto,
durante o processo de sintese em batelada, observou-se que este procedimento

apresenta aspectos experimentais de dificil reproducéo, tais como, a coloracéo da
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solucdo de telureto e o tempo necessario para reducdo de Te® para Te?. A
producéo de telureto é dificil de controlar, devido a alta sensibilidade das espécies
formadas no processo (HTe  ou Te?) ao oxigénio (DAI et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2013).

No método em batelada, o tempo de reducdo do Te® com NaBH,, para
NaHTe foi baseado na mudanga da coloracdo da suspenséo inicial de cinza
(Figura 22A) para roxo/rosa/vinho (Figura 22B), o que levou em média 10 minutos
para acontecer (GAPONIK et al., 2002; YAN et al., 2009; SILVA et al., 2012; VALE
et al., 2015). O tempo de reducéo indicado pela mudanca da coloragéo, e a taxa
de fluxo de injecdo de NaHTe para o precursor de cadmio sdo parametros
importantes no processo de sintese QDs de CdTe-TGA, no entanto, sdo pouco
mencionados ou pouco detalhados nas literatura (DAI et al., 2012). Partindo desse
principio, o primeiro estudo dessa dissertagéo constiu em avaliar a injecdo de 2
mL de NaHTe (coloracdo roxa) no baldo contendo CdCIl/TGA de maneira
controlada, utilizando bomba peristaltica, a uma taxa de vazdo de 2 mL min.
Durante a injecao foi observada a formacao de gas H: no circuito (tubos da bomba
peristaltica) conforme a Equacéo (7), indicando que a reducdo de telario em
NaHTe ainda estava em curso. Basear-se somente pela coloracao da solucao é
muito relativo. Embora a solucdo estivesse roxa ainda havia espécies nao
reduzidas no meio e no circuito, e uma transferéncia da mesma levaria a uma
mudanca de razao molar, o que influenciaria na formacéo dos QDs (Manna et al.,
2003).

Figura 22. Processo de reducéo do telario metélico com NaBH4. A) Suspenséo de teldrio;
B) Solucdo de NaHTe.

A dispersdo aquosa final de CdTe-TGA apresentou pH 10,0 e coloracéo
laranja sob luz visivel (Figura 22A) emitindo uma intensa luminescéncia verde-
amarelo brilhante sob luz ultravioleta (365 nm, 12,5 mW cm?) (Figura 22A) e
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eficiéncia quéantica de 62%. O pH ajustado para 10 proporciona a desprotonagao
do acido tioglicdlico em carboxilato aumentando a carga superficial negativa
conferindo maior estabilidade para disperséo. Caracteristicas estas condizentes
com a literatura (LIU e YU, 2009; GONG et al, 2016). Ap6s 24 horas foi observada
a formacéo de precipitado na mesma cor da disperséo.

Figura 23. A) Disperséo aquosa final de CdTe-TGA. B) Disperséo aquosa CdTe-TGA sob
irradiacdo de LED 365 nm.

Com fontes de excitagédo de 310, 365 e 405 nm, obteveram-se comprimentos
de onda maximos (Amax) de emissdo em 545, 552 e 541 nm, respectivamente,
como demosntra a Figura 24A. Buscando obter QDs de tamanhos uniformes para
diminuir a polidispersdo da amostra foi realizada uma centrifugacao a 2400 rpm.
Apos a centrifugagéo foram obtidos espectros com fonte de excitagéo fixa em 365
nm, apresentando Amax de emissdo em 540 nm (Figura 22B), e pH 9,7. A largura
total a meia altura (FWHM), antes e apos a centrifugacdo foram comparadas,

obtendo-se Amaxde 48,5 e 47,5 nm, respectivamente.
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Figura 24. Espectro de emissao de QDs-TGA lote4 antes da centrigugacao Aexcitagio: @ €

a’) 365 nm; b) 405 nm e ¢) 310 nm apds a centrifugacao Aexcitagio 365 Nm.

0,8
494nm
/
—— CdTe-TGA
0,6
©
2
©
© 044
C
<«
c
o
D
Q
<
0,2 1
0,0 T T T T T
440 480 520

Comprimento de onda (nm)

Figura 25. Espectro de absorgdo de CdTe-TGA 1,29 x 10> mol L2


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

97

O tamanho dos QDs foi estimado por espectroscopia UV-vis segundo a
Equacédo 9 (YU et al., 2003). Onde D é tamanho do nanocristal e A € 0 primeiro
pico do primeiro exciténico a 494 nm. Foi obtido o tamanho médio de 2,2 nm. A
concentracdo da amostra foi estimada pela lei de Beer-Lambert (Equacdo 10).
Onde A é a absorvancia; C é a concentragdo; € é o coeficiente de extingdo molar
e b é caminho éptico. € pode ser calculado pela Equacédo 11 (YU et al., 2003;
AUCELIO et al., 2017). Obtendo a concentracéo de 1,29 x 10° mol L.

D =(9,8127 x 1077)A° — (1,7147 X 107*)A* + (1,0064)% — 194,84  (9)

A =€Ch (10)

£ = 10043 D212 (11)

3.2.
Sintese de QDs CdTe-TGA em fluxo

A sintese de QDs de CdTe-TGA em fluxo foi realizada visando a reducéo da
guantidade de reagentes e gasto de energia; aumento da seguranga no processo
de sintese e controle dos parametros de reagdo (temperatura, vazao e razdo molar

dos precursores).

3.2.1.
Efeito da variacdo da temperatura e vazdo de injecao

Previamente foram preparadas duas solucdes: (i) solucdo precursora de
Cd?* (CdCl,) e (ii) solucdo de NaHTe preparada em banho de glicerina a 80°C.
Diferentemente da sintese em batelada, o tempo de reducéo do telirio metalico
para Te?, indicado pela coloracdo roxa-escura, foi controlado e fixado em 8

minutos. Neste caso, o tempo de viragem da coloracdo da suspenséao (de cinza
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para roxa-escura), sendo acrescidos mais 12 minutos para resfriamento da
amostra e estabilizacdo da solucdo (sem a formacdo de H, com mudanca da
coloracdo da solugcéo de roxa-escura para roxa-clara). Como o crescimento dos
QDs é influenciado pela temperatura (YANG, 2010; SILVA et al., 2012), a injecao
das solucdes precursoras necessitou ser acompanhada de aquecimento, uma vez
que as mesmas estavam armazenadas em temperatura ambiente (25°C) nos
respectivos balGes de 50 mL. Nesse contexto, o desenho e desenvolvimento da
configuracdo experimental com dois fornos tubulares possibilitou controlar a
temperatura do forno 1 para a injecdo do CdCly, e do forno 2 para a injecdo da
mistura reacional no reator tubular (ver item 2.3. Setup D, configuracdo
experimental da sintese de quantum dots de CdTe-TGA em fluxo continuo).

A escolha de um intervalo de temperatura apropriado € uma das etapas
fundamentais para a sintese de QDs. Temperatura muito baixa pode néo levar a
superacao da barreira de energia necessaria para formacao das espécies reativas
responsaveis pela nucleagdo e crescimento dos QDs. Enquanto que uma
temperatura elevada pode resultar num crescimento descontrolado dos mesmos
(YANG, 2010). O estudo da variacdo da temperatura foi realizado fixando-se a
temperatura do forno 1 em 110°C, e variando a temperatura do forno 2 de 110 a
140°C. O forno 1 é fundamental para o pré-aquecimento em fluxo da solucéo de
CdCl,, a qual entra no forno 2 depois de se misturar com a solugédo de NaHTe
através da juncdo “T” de aco. A mistura reacional (Cd:Te) teve um tempo de
residéncia no forno 2 caracteristico em funcédo das velocidades de injecao dos
precursores a partir da zona de mistura (jungéo “T”). Realizou-se a avaliagdo da
influéncia da variacdo das vazfes de injecdo dos precursores de Cd e Te (0,030;
0,050; 0,100 e 0,150 mL min'), equivalentes aos respectivos tempos de residéncia
de 32, 19,2, 9,6 € 6,4 s. A Figura 26 e a Tabela 3, mostram os resultados obtidos
na avaliagdo desses parametros.

A variacdo da temperatura utilizando uma mesma taxa de fluxo para os dois
precursores indicou uma leve influéncia nos comprimentos de emissao dos QDs
produzidos (Tabela 3 e Figura 26). Utilizando a vazdo de 0,030 mL min?,
obteveram-se valores de Aemisszo de 535, 534, 533 e 527 nm para as temperaturas
de 110, 120, 130 e 140°C, respectivamente. A mesma tendéncia ocorreu para as
demais vazées, 0,050; 0,100 e 0,150 mL min?. O menor valor de Aemissio, 519 nm,
foi alcancado utilizando a maior temperatura (140°C) a 0,10 mL min™. Embora as

diferencas entre os valores de Aemissao Obtidos nas diferentes temperaturas sejam

pequenas (1 - 18 nm), ha uma tendéncia de deslocamento de Aemissao N0 sentido
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do azul (tamanhos menores) & medida em que se aumenta a temperatura (120 -
140 °C) e a vazao de injecdo (0,03 — 0,10 mL min?), com excecdo a 110°C e 0,15
mL min (Figura 26). Essa tendéncia estd em desacordo com Yang et al (2010),
que utilizaram temperaturas mais elevadas (200, 220, 240 e 280°C) e tempo de
nucleacdo (residéncia) de 10 - 40 s para sintetizar QDs de CdSe em fluxo.
Segundo os autores, a alta temperatura de reacdo resulta na formacdo de
nanocristais irregulares devido a rapida nucleacdo e crescimento dos QDs,

diferentemente, das respostas obtidas neste trabalho.
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Figura 26. Espectros com a intensidade de emissdo normalizada CdTe-TGA sintetizados
em fluxo continuo. Variando o fluxo 0,03 - 0,15 mL min-le variando a temperatura do forno
2 em: A) 110 °C; B) 120 °C; C) 130 °C e D) 140 °C.

A polidispersividade e a eficiéncia quantica dos QDs estdo diretamente
relacionadas com a largura total a meia altura (FWHM). A reducéo do tempo de

nucleacao favorece a formagdo de QDs com comprimentos de onda e largura a
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meia altura (FWHM) menores. Quanto menor for FWHM menor é a polidispersao
da solucéo coloidal aquosa (YANG, 2010; CHEN et al., 2011; SILVA et al., 2012).
Os valores de FWHM encontrados nesse trabalho foram de 62, 65, 65 e 69 nm a
140 °C, para os respectivos tempos de residéncia de 32, 19,2, 9,6 e 6,4 s (Tabela
3). Valores estes, maiores que os encontrados por Yang et al (2010), que
obtiveram FWHM de 32 nm na sintese de QDs de CdSe, com o tempo de
residéncia de 10 s. A partir do espectro de emissao foi possivel obter informacdes

da distribuicdo do tamanho da amostra (polidispersividade).
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Tabela 3. Comprimentos de onda de emisséo das solucfes de QDs e relativas FWHM em
funcéo da temperatura de trabalho dos dois fornos e vazdo volumétrica dos precursores
de Cd e Te.

Temperatura Temperatura do Vazéo Lemissdo FWHM

do forno 1 forno 2 (mL min?) (nm) (nm)
0,030 535 76

0,050 536 78

110 °C 110 °C 0,100 537 84
0,150 530 84

0,030 534 79

0,050 532 77

110 °C 120 °C 0,100 528 72
0,150 531 76

0,030 533 72

0,050 532 69

110 °C 130 °C 0,100 531 72
0,150 531 77

0,030 527 62

0,050 522 65

110 °C 140 °C 0,100 519 65

0,150 521 69
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3.2.2.
Efeito da variacdo da razdo molar Cd:Te

A estequiometria dos precursores influencia fortemente no tamanho (MANNA
et al., 2003) e na FWHM dos QDs (MORRIS-COHEN et al., 2010; VALE et al.,
2015). Nesse contexto, o controle da estequiometria de reacdo de QDs CdTe, e a
otimizagcdo do tamanho e rendimento dos QDs, sédo etapas importantes no
desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a sintese de QD de CdTe-
TGA (ANDERSON et al., 2013). Nesse trabalho, o estudo da variagéo da razéo
molar Cd:Te foi realizado pela variagdo da velocidade de vazado dos precursores
na entrada do misturador em T de aco. A vaz&o da bomba-seringa 1, contendo o
precursor de cadmio, na concentracéo de 5,0 x 10 mol L*foi fixada em 0,05 mL
min!, enquanto que a vazéo da bomba-seringa 2, contendo o precursor de telurio,
na concentracdo de 1,5 x 102 mol L*, foi variada de 0,05 a 0,25 mL min?. A
temperatura de trabalho do forno 1 foi mantida constante a 110°C, enquanto a do
forno 2 em 110°C e 140 °C. Os resultados preliminares desse estudo estio
representados nas Figura 27A-D e Tabela 4.

Conforme mostrado na Tabela 4, um aumento crescente na razdo molar de
Cd:Tede (1:0,3—1:1,5) a 110 °C, deslocou o pico de emisséo dos QDs da regido
verde (533 nm) para a regiao do vermelho (571 nm) Figura 27A. Em termos de
FWHM, Figura 27B, os QDs formados adquiriram maior polidispersdo, com
valores de largura & meia altura variando de 74 a 90 nm. A 140 °C, os valores de
Aemisszo foram de 520 (verde) a 570 nm (vermelho), Figura 27C, com FWHM
expressando reducédo da monodispersado da solucéo coloidal aquosa, variando de
64 a 86 nm Figura 27D. Esses resultados preliminares indicam uma relacéo
proporcional entre a razdo estequiométrica dos precursores Cd?* e Te* e 0
tamanho das amostras de QDs. Uma possivel explicacdo para essas alteragdes &
que o excesso de teldrio pode provocar um rapido crescimento no processo de
nucleacao influenciando o tamanho dos QDs, tornando-os maiores, 0 que provoca
o deslocamento da banda de emissédo para a regido do vermelho (LI e LI, 2014;
LIANG et al., 2014).
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Figura 27. Espectros dos QDs com a intensidade normalizada e grafico FWHM versus
razdo molar Cd:Te (1:0,3 — 1:1,5), em fornos a 110 °C (A e B); e a 140 °C (C e D),

respectivamente.
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Tabela 4. Variagdo do Aemissao € FWHM em funcéo da temperatura e raz&o molar conforme
a variacdo da vazado volumétrica dos precursores Cd e Te. Forno 1 na temperatura

constante de 110 °C, enquanto o forno 2 foi fixado em 110 ‘C e 140 °C.

QDs lote 6 QDs lote 5
Forno 2 a 110 °C Forno 2 a 140 °C
Razdo davazdo Rgaz50 Razao da vazdo
Atri I volumétrica Razéo
volumétrica ~ molar . = FWHM molar  Memissao  FWHM
Cd:Te Cd:Te (nm) (nm) Cd:Te CdTe (nm) (nm)
(mL min-t) (mL min-t) :
0,05:0,05 0,05:0,05
1:0,3 534 74 1:03 520 64
1:1) 1:1
0,05:0,10 0,05:0,10
1:0,6 533 74 1:06 522 67
1:2) 1:2
0,05:0,15 0,05:0,15
1:0,9 547 82 1:09 525 68
1:3) 1:3)
0,05:0,20 0,05:0,20
1:1,2 559 81 1:1,2 533 77
1:4) (1:4)
0,05:0,25 0,05:0,25
1:15 571 90 1:15 570 86
(1:5) (1:5)

Um perfil grafico com a variacdo do comprimento de onda de emissao das
suspensbes de QDs em funcdo da variagdo da razdo molar entre Cd:Te foi
tracado, (Figura 28) apresentando um perfil crescente de comprimento de onda
nao linear para a variagdo molar (1:0,3 — 1:1,5) a 140 °C. Entretanto, utilizando a
temperatura de 110 °C, ha um perfil linear de aumento de Aemisszo €M fungédo do
aumento da quantidade de telario a partir da razdo molar 1:0,6 (Cd:Te),
correspondendo a taxa de vazédo 0,05 : 0,10 mL min e a razdo volumétrica de 1:2
(V/V).
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Figura 28. Variacdo do comprimento de onda de emissdo das suspensfes de QDs em
funcdo da variagdo da razdo molar entre Cd:Te experimentados em diferentes taxa de
vazao das solugdes entre 0,05 - 0,25 mL min-t experimentado o forno 2 a duas diferentes

temperaturas: 110 °C e 140 °C.

3.3.
Caracterizacao espectrofotométrica dos QDs-TGA (batelada)

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (IV-TF) do acido
tioglicélico e CdTe-TGA em batelada séo apresentados na Figura 29 com suas
respectivas bandas: vibracdo de deformacado (v) vibragcdo de deformacgéo axial
assimétrica (vas) e vibracdo de deformacado axial simétrica (vs). No espectro de
TGA livre, as bandas mais evidentes foram: 3500 a 3000 cm™ (vOH), 2950 cm™*
(VC-Hy), 2574 cm™ (vS-H), 1707 cm™? (»C=0), 1222 cm? (1 C-O). No espetro de
CdTe-TGA as bandas mais evidentes sdo: 1562 cm? (1asCOO7), 1397 cm
(wCOO"), correspondendo ao fato do pH 10.0 desprotonar o grupo &acido
carboxilico a carboxilato. As vibracdes S-H em 2574 cm® ndo s&o pronunciadas,
0 que € esperado quando ocorre ligagdes covalentes de grupos tidis a superficie
de nanocristais. Esses resultados concordam com os encontrados por Silva et al.
(2012); Vale et al. (2015); Abdelbar et al. (2016); Gong et al. (2016), que também
caracterizaram CdTe-TGA por IV-TF.
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Figura 29. Espectro de transmissao de infravermelho de TGA e CdTe-TGA sintetizada em
batelada.

3.4.
Analise fluorimétrica dos QDs e efeito da vazao volumétrica em fluxo
continuo

O Setup B (ver item 2.3., configuracdo experimental para obtencdo dos
espectros de fotoluminescéncia em fluxo continuo) foi utilizado para
caracterizacdo fluorimetrica dos quantum dots em fluxo continuo. Os QDs de
CdTe-TGA utilizados foram sintetizados em batelada e cedidos pelo laboratério
LEEA-PUC-RIO. Um teste preliminar foi realizado para avaliar a estabilidade do
sinal no setup B utilizando como pardmetro o comportamento do efeito da vazdo
volumétrica. A suspensdo em exame foi injetada na cela de fluxo acoplada ao
fotdbmetro USB com uma vazdo volumétrica variavel de 0,01 a 0,07 mL min*
(Figura 30). Os resultados das andlises mostraram uma flutuag@o dos espectros,
inviabilizando a caracterizacdo pelo setup montado, visto que, uma flutuagéo do

espectro provocararia a incerteza na andlise.
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Figura 30. Espectro de emissdo de fotoluminescéncia de QDs CdTe-TGA em diferentes

vazoes volumétricas 0,01 a 0,07 mL min-L.

A flutuacéo nos sinais pode estar relacionada com a sensibilidade do setup
as vibracbes externas. Por exemplo, a sensibilidade dos cabos de fibra 6tica a
movimentacdo, influéncia da trepidacdo causada pelas bombas e demais
condi¢des da sala onde foi montado o setup B. Outro fator muito comum nesse
tipo de sistema é a formacgdo de microbolhas na cela de fluxo em formato de W
(ver item 2.3. Figura 15). A montagem desse setup é importante para medicdes
em tempo real (on-line). Outro fator importante é ligado aos numeros de
nanoparticulas por unidade de tempo que emitem luz para o fotodetector. Ao
aumentar a velocidade, aumentam 0s objetos luminescente por unidades de
tempo, registrando um aumento da intensidade do espectro de emissdo de
fotoluminescéncia dos QDs de CdTe-TGA.
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3.5.
Determinagao da carga superficial dos QDs-TGA sintetizados em
batelada

O potencial zeta confere uma medida indireta de estabilidade da disperséo
de nanoparticula. As amostras com valores de carga superficial maiores que |30
mV |fazem com que as cargas das particulas vizinhas se repelem evitando a
aglomeracéo e a sedimentagdo, aumentando a velocidade de movimento das
particulas (VALE et al., 2015). Quanto maior o potencial zeta, maior a estabilidade
(HEURTAULT et al., 2003; HANAOR et al., 2012). O potencial zeta medido de
QDs CdTe-TGA sintetizados em batelada sob refluxo por 40 min foi de -32.8 +
3.52 mV, concordando com valores encontrados na literatura. A carga negativa foi
atribuida ao acido carboxilico desprotonado em pH 10, na forma de carboxilato,
derivado do acido tioglicélico (CONROY et al., 2008; ABDELBAR et al., 2016).

3.6.
Filmes finos de QDs-TGA em matrizes polimérica

A tentativa de formacdo de fino luminescente de QDs de CdTe-TGA na
superficie do PDMS pelo método de impregnacgédo, conforme métodos utilizados
para semicondutor de diéxido de titanio descrito por Lamberti (2015) e De Sa et
al. (2016) nédo foi bem-sucedida. A suspensao de CdTe-TGA aderiu ao vidro no
fundo dos reservatorios, impossibilitando a imobilizacdo dos QDs pelo PDMS.

A deposicdo direta dos QDs sobre a superficie do PDMS (hidroxilada, néo
hidroxilada e sobre PDMS parcialmente curado) e espalhado com jatos e Ng,
também nao foi satisfatéria devido a alta hidrofobicidade da superficie do PDMS
levando a formag&o de bolhas (SEETHAPATHY e GORECKI, 2012) conforme a
Figura 31. Os QDs depositados diretamente sobre a superficie do PDMS e
espalhado com uma espatula apresentou uma camada ndo uniforme com
concentragdo de QDs nas bordas, onde apresentou mais intensidade de

fotoluminescéncia sobre luz de LED 365 nm (Figura 31).
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Figura 31. Disposi¢édo dos CdTe-TGA na superficie do PDMS apés jatos de N2 sob fonte
de LED 365 nm.

Compdsitos de PDMS com QDs podem ser preparados com o propésito de
formar uma pelicula homogénea, como as peliculas de QDs de carbono em
matrizes de PDMS preparadas por Bhunia et al. (2016). Partindo desse principio,
0,30 mL QDs de CdTe-TGA concentrado, foram misturados a matriz de PDMS
(0.80 g elastbmero base e 0,080 g agente de cura). A mistura opalescente
apresentou luminescéncia sobre luz de LED 365 nm a olho nu. Essa mistura foi
depositada em um reservatério de PMDS com fundo de vidro e curada como
descrito anteriormente. Como resultado desse processo, obteve-se um compésito
PDMS-QDs que apresentou luminescéncia sobre luz de LED 365 nm. O compdésito
foi dividido em cinco partes, identificadas como A, B, C, D e F, como mostra a
Figura 32.

Figura 32. Compdsito PDMS-CdTe-TGA sob LED 365 nm.
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As estabilidades dos compoésitos C e D foram testadas ao longo do tempo e
imersas em agua, respectivamente. Os compdsitos foram postos em cubeta de
guartzo de modo que ficassem a 90° em relacdo a fonte de excitacdo e 0° ao
espectrometro, como ilustra a Figura 33.

____— Cubeta de quartzo

Excitacao

Acxc 320 nm \ -
Fonte Emissdo
Wﬁ /-I/\/ Aem 535 nm

\% Espectrométro

Compésito
PMDS-QDs-TGA

Figura 33. Posi¢do do compdsito em cubeta sem supote.

As analises de fotoluminescéncia foram obtidas em espectrofluorimetro
Perkin Elmer com fonte de luz de excitagdo a 320 nm. Observou-se um
decaimento na intensidade de luminescéncia em ambos os compésitos (Figura
34). O compdsito C (Figura 33 parte C) foi avaliado em temperatura ambiente ao
longo de 13 dias, observando-se um deslocamento para o vermelho e uma
supressdo significativa na intensidade (Figura 34), provavelmente por um
processo de oxidacao pelo oxigénio do ar. Devido a impossibilidade temporaria ao
acesso a sala do equipamento de leitura ndo foi possivel realizar andlises

intermediarias.
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Figura 34. Espectro da intensidade de fotoluminescéncia do compésito C ao longo do

tempo.

O Composito D (Figura 33 parte D) apresentou supressao da intensidade

de fotoluminescéncia de 61.4% ap6s 80 min imerso em agua como mostra a tabela

5. Ao secar a lamina em corrente de nitrogénio e analisar na mesma posicao de

leitura inicial, houve um pequeno aumento da intensidade de emisséo de 20.3%.

O aumento da intensidade pode ser atribuido ao efeito do reposicionamento do

composito na cubeta ou ressolubilizagédo dos QDs. O que levou a prototipagem de

um suporte para laminas em cubeta (ver item 2.3., Figura 17).

Tabela 5. Compésito D, intensidade da emissdo e porcentagem do decaimento da

intensidade.
Lamina de PDMS-QD-TGA Intensidade (u.a.) %
Seca 669 100.0
2 min em agua 436 65.0
80 min em 4gua 285 38.6
Seca com Nz 394 58.9
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De forma similar Bhunia e colabordores (2016) indicaram a formagdo de
filmes luminescentes de QDs de carbono em matriz de PDMS, entretanto néo
foram feitos testes de estabilidade. Esperava-se que QDs sintetizados fossem
mais estaveis na forma de compdsito PDMS-QDs do que na forma de disperséo
coloidal. Segundo Liang e colaboradores (2017), a mistura com polimeros pode
melhorar ainda mais a estabilidade da emissdo de fotoluminescéncia dos
nanocompa@sitos protegendo-os de oxidacdo com atmosfera ambiente e influencia

térmica.

3.7.
Composito de PVA-QDs-TGA sobre substrato de vidro

Em alternativa ao composito de PDMS-QDs-TGA, compdésito de PVA-QDs-
TGA foi testado para obtencéo de filme fino luminescente sobre substrato de vidro.
O PVA-QDs-TGA foi gotejado (drop cating) sobre o vidro. Duas dispersées (1 e 2)
foram preparadas: a dispersdo 1 do compdsito PVA-QDs-TGA foi preparada a
partir de 10,0 mL de PVA (0,03 g mL) com 0,05 mL de QDs-TGA e dispersao 2
do compésito PVA-QDs-TGA preparada a partir de 2,0 mL de PVA (0,03 g mL™)
com 0,20 mL de QDs-TGA concentrado conforme mencionado no item 2.4.7.3.
Segundo Tripathi et al. (2015) o mecanismo possivel de reacdo para formacao
desse composito se deve pela interagdo do carboxilato na interface dos QDs com
0s grupos OH presentes nas cadeias de PVA por ligagdo de hidrogénio,
melhorando a dispers@o na matriz polimérica.

A dispersao 1 (2mL) foi depositada sobre lamina de vidro limpa (A), mas a
formacéo do filme foi inviabilizada devido ao escoamento da solucéo pelas bordas.
Alternativamente, 2 mL da disperséo 2 foi depositado sobre lamina de vidro (B)
em temperatura ambiente por 72 horas, essa metodologia permitiu a formacéo de
uma pelicula fluorescente sob LED 365 nm a olho nu.

Uma nova disperséo 2 foi preparada, porém ao adicionar QDs-TGA , a
mesma nao foi aquecida, somente agitada. Ao aquecer apés a adicdo dos QDs foi
observada uma mudanca na coloracdo de verde para laranja. Em 8 laminas de
vidro foram depositados 0,50 mL da dispersédo 2. Quatro dessas laminas foram
curadas em temperatura ambiente (Figura 35C), e outras quatro curadas em
estufa a 60 °C por 1 hora (Figura 35C).
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Figura 35. C) laminas com filme de PVA-QDs-TGA sem tratamento térmico a / b 0,05 mL
de PVA-QDs-TGA c¢/d 2 mL de PVA-QDs-TGA ; D) laminas com filme de PVA-QDs-TGA
com tratamento térmico e / f 0,05 mL de PVA-QDs-TGA g/h 2 mL de PVA-QDs-TGA. Sob
fonte de LED 365 nm.

As laminas curadas com tratamento térmico apresentaram um halo nao
fluorescente sob LED 365 nm, indicando possivelmente um processo oxidativo
pela exposicdo a temperatura (GORBACHEV et al., 2016). As laminas sem
tratamento térmico apresentaram luminescéncia homogénea em todo o substrato.

Foram produzidas peliculas com 0,50 mL de dispersdo 1 e, 2 mL de
dispersdo 2, depositadas sobre placas de petri com didmetros de 7,5 e 10 cm,
respectivamente. Os compoésitos foram espalhados uniformemente sobre a
superficie da placa de petri, a fim de se obter uma pelicula bem fina. Em seguida,
foram curados em estufa a 60°C por 1 hora. As peliculas apresentaram
luminescéncia sob LED 365 nm a olho nu. As peliculas ndo apresentaram
homogeneidade, e aderiram as placas de petri de forma que nédo foi possivel
remové-las. Com o mesmo principio um novo teste foi realizado utilizando 2 mL
da dispersao 2, com etapa de secagem por 24 horas em temperatura ambiente
(Figura 36). Sem o tratamento térmico, obteve-se uma pelicula mais homogénea
e possivel de ser removida da placa de petri. A remocgé&o do filme é interessante
devido a producao de filmes luminescentes flexiveis que possam ser utilizados
como potenciais sensores analiticos na deteccdo in situ de analito em objetos
irregulares (ZHONG et al., 2014).
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Figura 36. A) Pelicula de PVA-QD-TGA feita com 2 mL PVA-QDs-TGA sem tratamento
térmico vista sobre LED 365 nm, B) — Pelicula em suporte para sélidos de

fluorimetroPerkin Elmer LS45.

A amostra foi posta em suporte para sélidos (Figura 36B). Os espectros
foram obtidos em espectrofluorimetro com fonte de excitagdo de 320 nm. Um filtro
atenuador se fez necessario, deixando passar somente 10% da emisséo, para nao
saturar o detector como mostra a Figura 37. A supressdo da intensidade de
fotoluminescéncia da pelicula de PVA-QDs-TGA sem tratamento térmico foi
acompanhada ao longo de 15 dias apresentando um decaimento na intensidade
de 46.9% e um deslocamento para o vermelho de 3 nm (535-538). A supresséao
da intensidade de fotoluminescéncia pode estar relacionada a oxidacdo da

superficie com o oxigénio da atmosfera ambiente.
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Figura 37. Est de estabilidade ao longo do tempo de 15 dias da pelicula QDs-PVA com 2
mL depositado sobre placa de petri e curada sem tratamento térmico. Utilizado filtro

atenuador deixando passar 10% da intensidade.

A solubilidade das peliculas de PVA-QDs-TGA sintetizadas e secas sem
tratamento térmico foram analisadas ap6s 24 horas imersas em diferentes
solventes organicos (tolueno, etanol, DMSO, acetona, acetato de etila, alcool
isopropilico, cloroférmio e tricloreto de etileno). A solubilizacdo imediata da
pelicula foi observada em etanol e DMSO, nos demais solventes houve pouca ou
nenhuma solubilizacdo. Este teste nos permite considerar a possibilidade de
utilizar os filmes luminescentes como sonda em solventes organicos, pois ha
impossibilidade de utilizar o filme de PVA em solvente hidrofilico devido a sua total

dissolugdo em agua.

3.8.
PVA-QDs-TGA por Spin-Coating sobre lamina de vidro

A formacao de filmes finos com a espessura controlada para biosensores é
algo que desperta grande interesse, por esse motivo foi testado a formacéo de
filmes finos de compdsitos de PVA-QDs-TGA sobre substratos de vidros através

da técnica de spin-coating. A deposicao ocorreu em 3 etapas: (i) preparo do
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composito PVA-QDs-TGA, (ii) limpeza do substrato de vidro e (iii) deposicéo por
spin coating (como descrito no item 2.4.7.5.).

Os espectros dos compositos de PVA-QDs-TGA utilizados para formagéo
dos filmes foram obtidos por espectrofluorimetro (Setup C) com luz
monocroméatica de excitacdo a 365 mn (Figura 38). Observou-se uma variacao
dos comprimentos de onda das amostras 1 - 3 de 550 - 542 nm e das amostras 4
- 6 de 551 - 542 nm, resumidos na Tabela 6. Observa-se uma tendéncia do
aumento de FWHM e um deslocamento para o vermelho com a diminuicdo da
concentracdo de QDs na matriz do PVA, tendéncia observada nos compdsitos
preparados tanto com 54 mg como com 108 mg de PVA, fator esse que deve estar

associado a interagdo matriz polimérica/QDs (LI et al., 2010; OHM e OBER,
2013; SHARMA e TRIPATHI, 2013).

Tabela 6. FWHM e comprimento de onda dos compositos de PVA-QDs-TGA.

Amostra PVA QDs-TGA Agua FWHM Emissao
(Compésito) (mg) (mL) (mL) (nm) (nm)
1 54 0,200 1,800 63 550
2 54 0,400 1,600 50 541
3 54 0,800 1,200 52 542
4 108 0,200 1,800 57 551
5 108 0,400 1,600 55 546
6 108 0,800 1,200 51 542

Os compositos utilizados para o teste de formacao de filmes finos por técnica
spin coating correspondem aos compésitos 3 e 6 da Tabela 6, por obterem maior
viscosidade, maior concentracdo de QDs na matriz e menores valores de FWHM
(52 e 51 nm).
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Figura 38. Espectro de emissdo normalizado dos compésitos PVA-QDs-TGA em
diferentes razdes (p/v) PVA/QDs-TGA.

As laminas limpas foram posicionadas no equipamento de spin coating e
sobre o centro da lamina foram depositados 0,10 mL de compésito PVA-QDs-
TGA. Variou-se a velocidade de rotacdo em 5000, 600 e 7000 rpm e 0s tempos
fixados em 30 e 60 segundos, conforme a Tabela 7. Os filmes depositados por
spin coating foram riscados com bisturi para obter uma linha média e
caracterizados por perfilometro mecénico da Veeco, modelo DCKTAC 150, com
comprimento varrido de 2000 um, velocidade de varredura de 6,66 pm/s. A
rugosidade média (Ra) é usualmente analisada em duas dimensdes e a medida é
representada pela média das alturas dos picos e dos vales em relagdo a uma linha
média. Foram realizadas 3 medidas na superficie de cada lamina e feito a valor

médio.
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Tabela 7. Perfilometria dos filmes formados por deposicdo em spin coating utilizando o
composito 3 e 6 (PVA-QD-TGA) variando o tempo e a velocidade de rotacdo. * laminas

hidroxiladas em plasma de oxigénio.

Amostra Espessura
rpm T(s)
(L&mina) (nm)

Compésito 3 (54 mg de PVA — 800 uLQDs-TGA - 1,2 mL agua)

A 5000 30 79.3
B 6000 30 79.8
C 7000 30 58.7
D 7000 60 58.5
E* 7000 30 158.9

Compésito 6 (108 mg de PVA - 800 uLQDs-TGA - 1,2 mL agua)

F 5000 30 309.8
G 6000 30 263.4
H 7000 30 520.7

I 7000 60 267.2
J* 7000 30 208.2

Os filmes produzidos com a amostra 3 (54 mg de PVA — 800 uL QDs-TGA -
1,2 mL &gua) apresentaram espessuras mais finas em relagdo aos filmes
produzidos com a amostra 6 (108 mg de PVA — 800 yL QDs-TGA - 1,2 mL agua).
O filme produzido com lamina hidroxilada (E*) obteve maior espessura comparada
ao filme produzido com lamina nado hidroxilada (C). Os melhores pardmetros para
obtencéo de filmes finos foram obtidos a partir de uma disperséo de 54 mg de PVA
— 800 uL QDs-TGA - 1,2 mL &gua depositados sobre laminas limpa, n&o
hidroxilada, por técnica de spin coating a 7000 rpm e 30 segundos. Foi possivel

obter filmes de 58.7 nm.
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3.9.
Caracterizacdo da superficie dos substratos de vidro para silanizagéo
e criacao de filme de nanoparticulas

3.9.1.
Limpeza dos vidros e hidroxilagdo dos vidros

A preparacdo adequada dos substratos de vidro € de fundamental
importancia para a eficiéncia da sua subsequente funcionalizacdo. A limpeza
constitui de um procedimento para remocdo de particulados ou quaisquer
impurezas na superficie dos vidros que afetam a sua funcionaliza¢cdo. O método
de limpeza de vidro por solugdo piranha € um método eficaz, e bastante utilizado.
Além de remover a matéria organica, a solugéo piranha hidroxila a superficie do
vidro. Esse método tem alguns pontos criticos, tais como: a manipulacdo da
solucdo que requer bastante cuidado, pois € uma solugdo extremamente
exotérmica e oxidante, e por ser um forte agente oxidante pode deformar a
superficie do vidro causando rugosidades indesejaveis. Tais rugosidades podem
comprometer a uniformidade dos filmes. Nesse contexto foi proposto um método
de limpeza por solventes organicos baseado no método de Hiroki e colaboradores
(ver item 2.4.8.1) e hidroxilacdo por plasma de oxigénio (ver item 2.4.8.2.) em
substituicdo ao processo de limpeza e hidroxilagdo por solugéo piranha.

A hidroxilagado por plasma de oxigénio € realizada através do uso de um
plasma energético criado a partir de espécies gasosas, sendo um método eficaz,
seguro e econdmico (MATIN et al.,, 2016). A técnica do plasma geralmente é
utilizada para inserir grupos funcionais aos substratos fazendo com que as suas
superficies sejam mais reativas em respeito a condi¢cdo original (SIOW et al.,
2006). A hidroxilagdo consiste na presenca de grupos (-OH) na superficie dos
substratos que servem como locais de ligacdo para os silanos a serem
depositados.

O angulo de contato () (Figura 39) é uma das maneiras de estudar a
hidrofobicidade ou a hidrofilicidade da superficie de um material devido a interagéo
entre as fases. Sobre a superficie plana do material é depositado uma gota de um
liquido e medido o angulo de contato (6) que é formado pela interface liquido/sélido
e tangente a interface vapor/liquido (LAZGHAB et al., 2005; LUZ et al., 2008)
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Figura 39. Angulo de contado (6) formado pela interface vapor/liquido e liquido/sélido/.

A superficie apos a hidroxilagdo em plasma adquiriu carater hidrofilico. O
angulo de contato foi analisado antes e depois da hidroxilagdo em plasma de
oxigénio em diferentes tempos, 1 - 4 minutos, proporcionando um estudo para

avaliar a hidroxilagdo em funcdo do tempo (Tabela 8).

Figura 40. Teste de molhabilidade apds limpeza da lamina de vidro segundo o método 2

de limpeza (solvente orgéanicos). A média do dngulo de contato é 18.2°.

Os dados obtidos apontam que o tempo mais adequado para a exposi¢céo
em plasma é de 3 minutos, j& que neste tempo obteve-se o menor angulo de
contato apoés limpeza (Tabela 8 e Figura 40), indicando que, pela sua alta
hidrofilicidade, a superficie foi hidroxilada com maior sucesso, concordando com

os resultados mencionados por Matin et al. (2016).
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Tabela 8. Teste de molhabilidade em vidro hidroxilados sem plasma cleaner: em diferentes

tempos.
Tempo em plasma Angulo de contato (graus)
0 min 18,2°
1 min 8,8’
2 min 6,3°
3 min 4,9°
4 min 10.0°

Alguns fatores podem influenciar na eficiéncia da hidroxilacdo. Os vidros
podem ser postos diretamente na camara do equipamento de plasma cleaner ou
em um suporte para laminas. Nesse sentido foi avaliado o efeito do uso de suporte
para laminas no processo de hidroxilacdo. Foi utilizado um suporte de Teflon que
permite de manter as laminas em posic¢ao vertical com a exposi¢éo das duas faces
de vidro. Como o plasma também tem funcdo de limpeza (HIROKI et al., 2000;
MATIN et al., 2016), é interessante garantir que as duas faces da lamina estejam
limpas. Outro fator que pode influenciar a hidrofobicidade ou a hidrofilicidade é a
exposi¢do da lamina aos contaminantes volateis do ar apos a hidroxilagéo.

Um teste foi realizado para avaliar a influéncia desses dois fatores. 3 laminas
foram hidroxiladas com suporte e 3 sem suporte, por 2 minutos de vacuo e 3
minutos de plasma. Apos a hidroxilagcdo todas as laminas foram expostas ao ar
(atmosfera ambiente) por 3 horas. Foi observado que o angulo de contato
aumentou com a utilizagdo do suporte de teflon, comparando os vidros A e B da
Tabela 9.

Tabela 9. Medicdo do angulo de contato para os seguintes vidros: A) sem suporte apés 3

horas da hidroxilacdo; B) com suporte apds 3 horas da hidroxilagao.

Laminas 1 2 3

Vidros A- sem suporte de teflon 9.4° 8.9° 7.7

Vidros B- com suporte de teflon 33.0° 24.2° 23.5°
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Vidros recém hidroxilados em 3 minutos de plasma apresentaram angulo de
contato em torno de 4,9° (Tabela 8), evidenciando que a exposicédo ao ar por 3
horas diminui a hidrofilicidade como mostrado nos vidros A da Tabela 9.
Provavelmente esse aumento foi devido a interagdo da lamina com os
contaminantes organicos volateis no ar, de acordo com Yuan e Lee (2013) esses

contaminantes geralmente aumentam a hidrofobicidade superficial.

3.9.2.
Silanizacéo dos vidros com APTS, AEAPTS e MPTS.

O processo de silanizacdo visa a ancoragem dos nanomateriais (QDs ou
nanoparticulas de Ag) a superficie do vidro. Os metoxisilanos utilizados (APTS,
AEAPTS ou MPTS) contem diferentes grupos funcionais, tais quais, -NH2, -
NHCH.CH2-NH, e —SH, respectivamente. Cada grupo metoxisilano dos
precursores utilizados reage com os grupos hidroxila (-OH) presentes na
superficie do vidro limpo e hidroxilado (FLINK et al., 2001; VISTAS et al., 2013)
liberando os grupos funcionais que se necessitam sob a superficie para
sucessivas reacoes de interesse. O protocolo descrito de silanizagdo método 1 (
item 2.4.8.3.) foi estabelecido apés um estudo do tempo e concentracédo ideal para
sinalizacdo da superficie de vidro com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS),
baseados na metodologia utilizada por Pallavicini (2009). Esse protocolo de
silanizagéo das laminas de vidro com MPTS 2,5% em tolueno obteve angulo de
contato em torno de 61.2° e foi utilizado para a sintese de filme de nanoparticulas
de prata.

Em um segundo estudo foi testada a silanizagéo de APTS 2,5% em tolueno
com diferentes tempos de contato com os vidros hidroxilados, de 2 e 4 horas. Os
angulos de contato de uma gota de agua na superficie de vidro apés a hidroxilacao
e apos sinalizagdo foram medidos (Tabela 10). O estudo mostrou que o método
de silanizacdo com APTS 2,5% em tolueno em 2 horas mostrou-se mais eficiente

em relagdo ao de 4 horas, por apresentar maior angulo de contato.
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Tabela 10. Silanizagdo com APTS 2,5% em tolueno em diferentes tempos.

Tempo de silanizacdo em APTS Angulo de contato em graus ( °)

2,5%.
2 horas 60.5 60.9 64.7 65.1
4 horas 48.1 50.3 56.7 53.6

Figura 41. Angulo de contato, teste de molhabilidade apds silanizacido com APTS 2,5%

em tolueno por 2 horas.

A fim de minimizar a toxicidade do processo de silanizacdo, substituiu-se o
tolueno por etanol como descrito no método de silanizagdo 2 (item 2.4.8.3.). O
processo de silanizagdo em etanol ndo utiliza aquecimento sendo um processo
mais lento (de 6 horas) (WANG, Y. et al., 2006; VAKARELSKI et al., 2007). Os
vidros silanizados com APTS 2,5% em etanol apresentaram angulo de contato
menor em relacdo ao tolueno, em torno de 34°. Apos 24 horas exposto a atmosfera
ambiente o angulo de contato passou a 63°, e apos 48 horas a 77°. O angulo de
contato aumenta ao longo do tempo devido 0os contaminantes organicos volateis
do ar ja mencionados. O angulo de contato das laminas silanizadas com AEAPTS
2,5% em etanol ndo pode ser mensurado devido a manutengéo do Goindmetro. A
observacao da hidrofobicidade apés silanizacdo com AEAPTS 2,5% em etanol se

fez de maneira visual como demonstrado na Figura 42.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 1421580/CA

124

Figura 42. Gotas de agua sobre laminas de vidro silanizadas com AEAPT 2,5% em etanol

por 6 horas.

3.10.
Funcionalizagcao das laminas com QDs-TGA

O presente trabalho avaliou a imobilizacao quimica dos QDs de CdTe na
superficie de laminas de vidro. Foram testados quatro procedimentos: (i) por
ligacdo eletrostatica, (ii) utilizando reagente EDC e NHS, (iii) utilizando somente
EDC e (iv) modificando a superficie dos QDs-TGA com AEAPTS ou APTS para
depois fixar a superficie do vidro hidroxilado como procedimentos descritos no
item 2.4.8.

O primeiro procedimento foi por interacédo eletrostatica entre o grupo amino
terminal presente no vidro com o grupo carboxilato do TGA disposto na superficie
dos QDs. Os vidros silanizados com AEAPTS foram mergulhados em uma
disperséo de QDs-TGA concentrada durante 12 horas. Apds imersao as laminas
foram levadas com jatos de dgua e levadas ao ultrassom. A interacao eletrostéatica
ndo foi suficiente para imobilizagéo, ocorrendo lixiviagdo dos quantum dots pela

agua.
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3.10.1.
Funcionalizacdo das laminas silanizadas-AEAPTS com QDs-TGA-
EDC-NHS

O segundo procedimento para imobilizacdo foi através de uma reacao de
amidacao pelos reagentes EDC e NHS (SEHGAL e VIJAY, 1994; NAKAJIMA e
IKADA, 1995; MAGALHAES, 2014; AHMAD et al., 2015). No preparo da
suspensdo EDC-NHS-QDs-TGA houve formacdo de precipitados, quando
adicionava o NHS a solucéo, provavelmente por subprodutos e efeito do pH 9,7.
Geralmente as reac0fes utilizando EDC e NHS sao realizadas em pH proximo ao
neutro. A mudanca do pH poderia favorecer a reacdo, porém ocasionar supressao
da intensidade dos quantum dots pelo efeito do pH (Sehgal e Vijay, 1994; Khan et
al., 2014). A lamina silanizada com AEAPTS 2% em etanol imersa nesta

suspensao apresentou pontos luminescentes ndo uniformes.

3.10.2.
Funcionalizagcao das laminas silanizadas-AEAPTS com QD-TGA-EDC

No terceiro procedimento o NHS foi retirado da sintese procedendo somente
com EDC (NAKAJIMA e IKADA, 1995; WANG, Y. et al., 2016) como descrito no
item 3.10.2. A suspensao nao apresentou precipitados. A suspensao com a lamina
silanizada permaneceu em agitagdo por 10 minutos. A lamina silanizada com
AEAPTS 2,5% em etanol apresentou fotoluminescéncia sob LED 365 nm apés 10

min de imerséo conforme mostra a Figura 43.

Figura 43. Lamina de vidro silanizada com AEAPTS 2,5% e imersa em suspensao de QD-
TGA-EDC sob LED 365nm.
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Com o proposito de aumentar a intensidade do filme, um novo teste foi
realizado variando o tempo de imersédo das laminas silanizadas QDs-TGA-EDC,
variando em 10, 20, 40 e 60 minutos como mostra a Tabela 11. Os resultados
foram obtidos em espectrofluorimetro, com fonte de excitagdo de 365 nm. A
prototipagem de um suporte para lamina dentro da cubeta se fez necesséria para
manter a lamina na mesma posi¢do ao longo da medicdo. O suporte foi fabricado
em poliacidolatico (PLA) por impressora 3D, em colaboracdo com o Departamento
de Design da PUC-Rio, conforme a Figura 15. O suporte € utilizado para fixar a
lamina dentro da cubeta de quartzo de maneira que o filme formado fique
alinhando a 90° do feixe de luz de excitacdo da fonte e a 0° em respeito ao

detector.

Tabela 11. Intensidade de emisséo dos filmes em laminas silanizadas com AEAPTS ao
longo do tempo de imerséo 10, 20, 40 e 60 minutos em suspensao de QD-TGA-EDC.

Lamina Tempo (min) Aemissao (NM) Intensidade
(u.a.)
1 10 535 800
2 20 538 885
3 40 537 1182
4 60 535 1137

Os resultados mostraram que o tempo de imersdo das laminas em
suspensdo QDs-TGA-EDC influencia na intensidade de fotoluminescéncia. Houve
um aumento da intensidade de emissdo de fotoluminescéncia das laminas
funcionalizadas entre 10 e 60 minutos de imers&o de 800 a 1137 u.a. As laminas
irradiadas para testes de estabilidade apresentaram um halo castanho,
exatamente no ponto que estavam sendo irradiadas, como mostra a Figura 44.
Provavelmente, ocorreu uma reacdo de oxidagdo com o oxigénio do ar ou uma
fotoxidagéo por excitagdo da luz UV (Derfus et al., 2004; Tsay e Michalet, 2005),

levando a uma supresséo da fotoluminescéncia, impossibilitando alguns testes.
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Figura 44. Lamina funcionalizada com CdTe-TGA por EDC. 1) lamina irradiada em de LED
365 nm em setup C 2) lamina sob LED 365 nm, UV-modelo M405L2

3.10.3.
Modificacdo da superficie dos QDs-TGA com APTS/AEAPTS para
funcionalizagdo das laminas de vidro limpas e hidroxiladas

O quarto procedimento para formagéo de filmes luminescentes consistiu na
modificagéo da superficie de QDs-TGA com APTS ou AEAPTS e posterior ligagdo
ao vidro hidroxilado. Os grupos carboxilatos terminais dos QDs podem reagir com
as aminas primarias APTS e AEAPTS e formar amidas. Os reagentes EDC e NHS
foram utilizados para este processo (XING et al., 2007; SUSUMU et al., 2009; GUI
et al., 2013; MAGALHAES, 2014).

A suspensdo de QDs-TGA-AEAPTS e QDs-TGA-AEAPTS apresentou
formacéo de precipitado. Ao adicionar APTS e AEAPTS nas solugbes de QDs-
TGA-EDC-NHS houve formacéo de precipitados nos primeiros 5 minutos de
agitacdo da sintese. A suspensado apresentou fotoluminescéncia sob excitacéo
com uma fonte LED a 365 nm a olho nu. A suspensado de QDs-TGA-APTS ficou
ligeiramente amarela enquanto a suspensdo com QDs-TGA-AEPTS manteve-se
verde.

Foram acrescentados 2 mL de agua ultrapura para melhor a dispersao das
particulas na suspensao de QDs-TGA-AEAPTS e QDs-TGA-APTS. 2 laminas de
1,0 x 2,5 cm foram limpas conforme método de limpeza 2 (solventes organico,
item 2.4.8.1.) e hidroxiladas em plasma cleaner (2.4.8.2.), porém nao silanizadas.
Cada lamina foi imersa em um tubo de ensaio graduado, um contendo QDs-TGA-

AEAPTS e o0 outro QDs-TGA-APTS esperando-se obter a reacdo conforme o
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esquema da Figura 45. As suspensdes contendo as laminas ficaram em agitacéo
magnética a 600 rpm por 6 horas, afim de que os grupos metoxisilanos dos QDs-
TGA modificados reagissem com os grupos OH- ativos da superficie do vidro. Os
vidros foram retirados e limpos com jatos de &gua ultrapura, e posteriormente
levados ao ultrassom por 1 minutos com &gua ultrapura, finalmente secos em
correntes de N.. Sob fonte de LED 365 nm, foram observados pontos

luminescentes isolados de modo nao uniforme sob LED 365 nm,
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Figura 45. Esquema dos métodos testados para formacgéo de filmes A) Funcionalizacdo
da lamina de vidro silanizada-AEAPTS e posterior imersao em suspensao de QD-TGA-
EDC com Formacéao de filme. B) Funcionalizagdo da |amina de vidro silanizada-AEAPTS
imersdo em suspenséo de QD-TGA-EDC-NHS sem formacéao de filme. C) Funcionalizag&o
da lamina de vidro hidroxilada por plasma cleaner, imersa em suspenséo de QD-TGA-

AEAPTS sem formacéo de filme.

As suspensfes de QDs-TGA-APTS e QDs-TGA-AEAPTS foram
sintetizadas novamente com o intuito de transferi-las para fases organicas por (i)
extracao liquido-liquido ou por (ii) centrifugacéo e ressolubilizagdo. Os Solventes

testados foram: (ciclohexano, tolueno, cloroférimio, DMSO, acetato de etila,
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tricloroetileno, diclorometano, tetracloreto de etileno). Esses QDs-modificados
poderiam posteriormente ser misturados a matrizes poliméricas insollveis em
agua para filmes finos.

As amostras de QDs-TGA-APTS e QDs-TGA-AEAPTS foram tratadas da
mesma maneira. Em um vial de 5 mL adicionou-se 1 mL de amostra e 0,500 mL
de solvente, homogeneizado por 2 minutos e adicionado mais 2,5 mL de solvente.
Em seguida as fases foram separadas por decantacdo. Porém em nenhum dos
solventes apresentou fotoluminescéncia sob LED 365 nm. Os QDs-TGA-APTS e
QDs-TGA-AEPTS foram centrifugados a 2000 rpm por 5 min. O sobrenadante
desprezado e o precipitado lavado com agua ultrapura, repetindo o processo 3
vezes. Os precipitados foram secos em estufa a 60°C e observados sob LED 365
nm, o precipitado de QDs-TGA-APTS estava avermelhado e o precipitado com
AEAPTS emitindo em verde. Os precipitados foram misturados com cloroférmio,
mas nao se solubilizaram. Repetiu-se o processo de centrifugagédo e secagem e
testado a solubilizagdo com os outros solventes organicos, porém ndo houve
solubilizacdo. Esses testes foram preliminares requerendo caracterizacdo da
superficie modificada dos QDs-TGA com APTS e AEAPTS.
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Resultados e discussao — Parte Il

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes a sintese em fluxo
e caracterizacdo de NPsAg com os ligantes citrato e tartarato, analise em fluxo
continuo, Estudo do efeito da variagdo volumétrica e efeito da diluicdo das NPs-
Ag-citrato em fluxo continuo, interacdes das NPsAg-citrato com farmacos e filmes
de NPsAg-tartarato.

4.1.
Sintese e caracterizacdo das NPsAg-ligante

A sintese de NPsAg-ligante usando o método de reducao da prata por citrato
€ conhecido como o método de Turkevich (TURKEVICH et al., 1951; PILLAI e
KAMAT, 2004; FROST et al., 2017), onde o AgNOs; fornece ions Ag* que sdo
reduzidos pelo citrato. O citrato trissodico pode ser utilizado como agente redutor
ou estabilizante, revestindo as particulas através dos grupos carboxilato. Esse
revestimento pode limitar o crescimento das NPs e agregacao com particulas
vizinhas. O citrato € um agente redutor fraco contribuindo para a formacao de
nanoparticulas de prata relativamente grandes (>50 nm), tendo uma distribuicédo
de tamanhos da amostra mais larga (DONG et al., 2009; AGNIHOTRI et al., 2014).
A producéo de NPs < 10 nm pode ser obtida com um excesso de agente redutor
forte, neste caso, o borohidreto de sédio (NaBH.), devido ao processo de
nucleacao rapida dos ions Ag*. O método de coredugao proposto por Dong et al
(2009) utiliza dois reagentes: borohidreto de sédio e citrato trissédico. Isso
proporciona um maior controle e uniformidade na fase de nucleagcdo obtendo
particulas esféricas entre 10 e 50 nm, além da sintese ser feita em temperatura
ambiente, o que corrobora para quimica verde. No presente estudo foi avaliado a
sintese de citrato trissddico e tartarato de sédio e potassio como agente
estabilizante principal e borohidreto de s6dio como agente redutor primario
(AGNIHOTRI et al., 2014). A escolha desses estabilizantes foi estratégica, além
dos fatores mencionados sobre a contribuicdo no tamanho e forma das NPs, s&o
moléculas relativamente pequenas, com pouco impedimento estérico. Outro fator
importante é a presenca de mais de um grupo carboxilico disponivel nesse tipo de

molécula que pode se adsorver na superficie metalica das NPs deixando livre
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externamente grupos funcionais carboxilato (—COQO") capazes de se complexar as
moléculas bioldgicas de interesse (GU et al., 2006).

As nanoparticulas de prata estabilizadas por ligantes organicos (NPsAg-
ligante) foram sintetizadas por um método similar ao método proposto por Baber
e colaboradores (2015), com algumas modificacées importantes. Eles utilizaram
um sistema em fluxo continuo com bombas-seringas e um misturador em T
coaxial, utilizando citrato trissédico e borohidreto de so6dio como agente
estabilizante e agente redutor, respectivamente. Baber e colaboradores (2005)
utilizaram uma solucdo de Ag*/citrato na bomba-seringa A, e NaBH4 ha bomba-
seringa B, variando a taxa de vazdo em 1 - 14 mL min * obtendo tamanhos de
NPs, respectivamente entre 3,1 — 5,4 nm. Eles demonstraram que 0s menores
tempos de residéncia influenciam em menos consumo de nitrato de prata, o que
resulta em formacgdo de NPs maiores. Nesse contexto foi adotado taxas de vazéo
mais baixas (0,25 mol L) e algumas adaptagdes de concentracdo dos ligantes.
No presente trabalho foi utilizado um sistema de bombas-seringas, misturador em
T e um reator tubular em formato de coil de 90 cm de comprimento, detalhado no
item 2.5.1., Figura 21. Na sintese utilizou-se citrato de trissodico ou tartarato de
sédio e potassio como agente estabilizante e borohidreto de sédio como agente
redutor forte, tudo em temperatura ambiente.

Os precursores de prata (AgNOs- 1,0 x 10  mol L) foram introduzidos na
bomba-seringa A, e os precursores do ligante (citrato trissddico, ou tartarato de
s6dio e potassio 0,5 ou 1,0 x 10  mol L) na bomba-seringa B conforme Figura
21. As solugbes foram injetadas ao mesmo tempo, ambas com uma vazao
volumétrica de 0,25 mL min?, sendo dispensadas em um micromisturador T.
Inicialmente a complexacdo do ligante com Ag* ocorreu no micromisturador T,
prosseguindo pelo microrreator tubular (didmetro interno = 250 um e comprimento
= 2 cm) para aumentar a eficiéncia da mistura. 10 mL do complexo de Ag*/citrato
foi dispensado por gotejamento em vial contendo 5 mL de NaBH., onde ocorreu a
reducdo em temperatura ambiente e sobre agitacéo a 500 rpm. As propor¢des de
Ag*/Ligante/ NaBH., foram de 1:1:1,25 e 1:0,5:1,25.

As dispersfes sintetizadas neste estudo apresentaram aspecto amarelo
brilhante sob a luz visivel. As dispersdes de NPsAg-citrato (1:1) tiveram pH em
torno de 8.30, e apds diluigdo com &gua ultrapura (1:4) o pH caiu para 7.43. A
carga superficial das NPs foi medida por potencial zeta obtendo uma média de -
40mV confirmando a modificacdo da superficie das nanoparticulas pela presenca
de ions citrato, carregados negativamente. Obteve-se nanoparticulas de prata de

tamanho médio de 12,5 nm determinadas por DLS.
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As NPs sintetizadas com concentracées de citrato 0,5 e 1,0 x 102 mol L na
seguinte razdo moldar de Ag*/citrato, 1:0,5 e 1:1, apresentaram valores de FWHM
de 77 e 80 nm respectivamente, demonstrando que a concentragéo de citrato ndo
influenciou significativamente na distribuicdo do tamanho das amostras. Essa
pequena diferenga no tamanho da amostra pode estar relacionada ao fato de ter
menos citrato, tendo uma a¢ao maior no borohidreto de sddio. Ambas as amostras
apresentaram banda de ressonéncia plasmonica com comprimento de onda
maximo em 404 nm (Figura 46). As NPsAg sintetizadas na razdo molar de
Ag*/citrato 1:05 apresentaram maior intensidade 0.68 (u.a.) em comparacao as
NPs sintetizadas 1:1 em 0,55 (u.a.).

Extingdo (u.a.)

0.0 . : . : . : . e
300 360 420 480 540 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 46. Perfis espectrais de ressonancia plasménica medidos das dispersdes de

NPsAg-citrato sintetizados em diferentes razées molares Ag*/citrato (a) 1:1 e (b) 1:0,5.

4.2.
Analises em fluxo continuo

A interacdo das NPsAg-citrato com os aminoglicosideos trissulfato de
neomicina e dissulfato de canamicina foi avaliada em fluxo utilizando a
configuracdo experimental descrita no setup-A. A interacdo foi monitorada em

tempo real por espectroscopia UV-Vis com auxilio de uma cela de fluxo acoplada
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a um fotbmetro Ocean Optics. A concentracgdo dos farmacos foi variada em funcéo
da taxa de vazao volumétrica, enquanto a taxa de fluxo das dispersfes de NPsAg-
citrato mantiveram-se fixas. As concentracfes das solu¢cbes de partidas dos
farmacos foram 10 107 e 10® mol L'1. As dispersdes de NPsAg-citrato
sintetizadas com razado molar de Ag*/citrato 1:0,5 e 1:1 foram diluidas diluida 1:4
(v/v) com &gua ultrapura de maneira a obter um sinal de absorvancia proximo a
0,6 u.a. No entanto, para avaliar a interacdo das NPsAg-citrato com os
aminoglicosideos foi necessario verificar dois parametros que poderiam influenciar
na analise espectroscopica, e na estabilidade das NPs em fluxo: os efeitos da

vazao volumétrica e da diluicao das NPsAg-citrato.

4.3.
Efeito da vazdo volumétrica em UV-vis das NPsAg-citrato em fluxo
continuo

A dispersao de trabalho (diluida a partir de NPsAg-citrato 1:1) foi injetada
em diferentes taxas de vazdo volumétrica (0,1 — 0,6 mL min) no setup-A, a fim
de avaliar a estabilidade das NPs mediante a variacdo da taxa de fluxo no sistema.
Para esse estudo foi utilizado somente uma bomba-seringa que foi preenchida
com 10 mL da dispersdo em exame. Inicialmente, as dispersdes em exames foram
injetadas com uma taxa de fluxo de 0,10 mL min, apés estabilizacdo do sinal, o
que levou aproximadamente 2 min, a vazao foi aumentada gradativamente até 0,6
mL min. O perfil espectral foi monitorado em tempo real com A maximo em 404
nm, como mostrado da Figura 47. Nao foi observado mudancas significativas com
a variagdo da taxa de vazao, o que favorece a diminuig&o de erros na analise com
os farmacos. O sinal manteve-se constante em diferentes vazfes volumétrica. A
variagdo da vazéo poderia influenciar na mudanca do comprimento de onda
maximo, parametro esse, utilizado para identificar a interacdo da NPs com os
farmacos. A reducao do sinal, o deslocamento e a formac&o de uma nova banda
poderiam ocorrer por influéncia da vazao em vez da interacdo com a canamicina

e neomicina.
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A ——Vazao 0,1 mL min™
054 ——Vazao 0,2 mL min*
E —— Vazao 0,3 mL min™
3 ——Vazao 0,4 mL min*
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Figura 47. A) Perfil espectral de ressonancia plasmoénica NPsAg-citrato 1:1 diluida em

agua 1:4 (v/v) em diferentes taxas de vazdo volumétrica de 0,1-0,6 mL min?; B)

Linearizacao das taxas de vazfes volumétricas em funcéo da absorvancia.

4.4.
Efeito da diluicdo das NPsAg-citrato 1:1 em UV-vis em fluxo continuo
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Na bomba-seringa A foi introduzida a disperséo de trabalho (diluida a partir
de NPsAg-citrato 1:1) e na bomba-seringa B agua ultrapura. A dispersdo de
trabalho foi injetada com uma taxa de fluxo fixa de 0,40 mL min, primeiramente
avaliou-se o sinal sem agua, logo variou-se a taxa de fluxo da dgua de 0,10 a 0,40

mL min "1, como mostra a Figura 48.
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Figura 48. Espectro do efeito da diluicdo em fluxo das NPsAg-citrato-1:1 diluidas (1:4) na
medida em que aumenta a vazdo volumétrica da agua a) vazdo 0 mL L; b) linha em

vermelha —retorno; c-f) vazdo 0,10-0,40 mL min-t,

A medida que a vazdo percorria na bomba-seringa B contendo &agua
aumentava a intensidade da banda diminuia devido o efeito da diluicdo. Em f
(Figura 48) a vazéao percorria has duas bombas-seringas se iguala, ou seja, 0,40
mL mint, esperando que a intensidade da banda seja a metade do valor inicial. A
vazao percorria na bomba-seringa B contendo a agua, foi parado e manteve-se
somente a vazao da dispersao de trabalho (0,40 mL mint), a intensidade da banda
retornou ao inicio sem mudanca no perfil espectral (linha vermelha da figura 48

Espectro b).
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4.5.
Medicdo espectrofotométrica em UV-vis da interacdo das NPsAg-
citrato em fluxo continuo com farmaco

Na presente dissertacdo a heomicina e a canamicina (na forma de sultato)
foram selecionadas como analitos de interesse para testar a sensibilidade de
NPsAg metdlica através da utilizacdo de dispositivos microfluidico em fluxo
continuo. A neomicina e canamicina sdo aminoglicosideos utilizados amplamente
como antibiéticos (APYARI et al., 2013; ZHANG, X. et al., 2013). O interesse em
métodos para deteccdo de antibidticos vem crescendo cada vez mais devido a
preocupacdo com o descarte indevido de seus residuos e 0 uso abusivo de
antibiéticos pela pecuéria contaminando os alimentos (CARVALHO e SANTOS,
2016; CHEN et al., 2017). Esse tipo de molécula é considerado de natureza
policatidbnica. A interacdo entre as cargas dos aminoglicosideos e as
nanoparticulas faz com que formem agregados, e isso pode ser detectado atravées
de um deslocamento caracteristico da banda LSPR dessas nanoparticulas
(MCKEATING et al., 2016). O presente estudo explora a natureza policatibnica
desses aminoglicosideos com grupos aminas perante nanoparticulas carregadas
negativamente, neste caso, a carga negativa das NPsAg que provém do
revestimento do citrato na forma de carboxilato. Alguns trabalhos ressaltam a alta
sensibilidade do método colorimétrico para determinacdo da neomicina e
canamicina utilizando nanoparticulas de ouro (APYARI et al., 2013; ZHANG, X. et
al., 2013; MIRANDA-ANDRADES et al.,, 2017). No entanto, a utilizacdo dos
precursores de ouro torna 0 método mais caro. Neste sentido, a utilizacdo da prata
visa contribuir para um método mais acessivel sem perder a alta sensibilidade.

A neomicina e a canamicina foram testadas com o mesmo procedimento.
Primeiramente prepararam-se solu¢cdes de partida dos farmacos com
concentracdes de 10°, 107 e 108 mol L. Testes individuais de cada solucédo de
partida foram realizados introduzindo as solu¢g6es na bomba-seringa B.

Na bomba-seringa A foi introduzida a dispersédo de trabalho (diluida a partir
de NPsAg-citrato-1:1), e injetada com uma taxa de fluxo fixa de 0,40 mL mint. Na
bomba-seringa B foi introduzido o farmaco e a taxa de fluxo foi variada (0,10 - 0,40
mL min ).

O farmaco ao ser injetado no sistema pela bomba B foi diluido devido a
dispersdo de trabalho das NPsAg-citrato provinda da bomba-seringa A. Dessa
forma as concentracdes finais do farmaco foram obtidas pela mistura
automatizada do proprio sistema. O processo de mistura operado em fluxo

continuo com o auxilio de bomba seringa, um misturado em T e um microreator
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tubular permite de eliminar e/o diminuir eventual erro operacional de diferentes
operadores. A automacdo permite uma maior reprodutibilidade do processo
independentemente do operador que executa a operacdo. A Tabela 12 mostra as

concentragdes finais dos farmacos.

Tabela 12. Taxa de fluxo das NPsAg-citrato 1:1, dos farmacos e concentragdes finais dos
farmacos a partir das concentragdes de partida.

Vazao bomba A Vazao bomba B Concentracéo final do farmaco
NPsAg-citrato contendo farmaco
(mL min™?) (mL min?) a partir de apartirde  a partir de

10 mol L1 10" mol L1 108 mol L1

0,40 0,0 0,0 0,0 0,0

0,40 0,1 0,20x10%6 0,20x10-7 0,20x10°-8
0,40 0,2 0,33x10% 0,33x107 0,33x10-%
0,40 0,3 043x10%6 043x107 0,43x10°-8
0,40 0,4 050x10%6 0,50x10-7 0,50x10-8

4.5.1.
Interacdo das NPsAg-citratol:1 com a neomicina

Inicialmente avaliou-se o sinal sem a presenca do farmaco (trissulfato de
neomicina), logo foi variada a taxa de fluxo da bomba-seringa B. O tempo de
estabilizacdo de cada espectro foi de aproximadamente 2 min. Os primeiros testes
foram realizados com a concentracdo de partidade neomicina: (i) 10® mol L*
(Figura 49), (i) 107" mol L Figura 50 e (iii) 10°® mol L Figura 51.

(i) Ao variar a vazéo, e consequentemente a concentragdo de neomicina de
0,20 a 0,50 x 108mol L1, partindo de uma solugdo de neomicina de 108 mol L*
, @ banda caracteristica de NPsAg-citrato em 404 nm sofreu uma reducdo na
intensidade de 0,56 a 0,29 u.a. (Figura 49 a—f,). A reducao observada foi atribuida
ao efeito da diluicdo provocada pela solucdo de neomicina inicial 10 mol Lt e ndo
pela formagdo de agregados NPAg-citato-neomicina. Este resultado ndo foi

significativo para detec¢cdo de neomicina nestas concentragdes.
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Figura 49. Espectros da interacdo das NPsAg-citrato-1:1 com neomicina 10 mol L-* em
diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min-, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazado 0,1 mL min-
1, neomicina 0,20 x 108 mol L ¢) vazdo 0,2 mL min-1, neomicina 0,33 x 108 mol L1; d)
vazéao 0,3 mL min-1, neomicina 0,43 x 108 mol L; e) vazédo 0,4 mL min-1, neomicina 0,50

x 108 mol L.

(ii) Ao variar a vazao, e consequentemente a concentragao de neomicina de
0,20 a 0,50 x 10" mol L%, partindo de uma solugéo de neomicina de 10" mol L a
banda caracteristica de NPsAg-citrato em 404 nm teve 0 mesmo comportamento
de reducao observado no item (i). Este resultado também néo foi significativo para

detecc¢éo de neomicina nestas concentragoes, (Figura 50).
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Figura 50. Espectro da interacdo das NPsAg-citrato-1:1 com neomicina 107 mol L em
diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazdo 0,1 mL min-
1, neomicina 0,20 x 1077 mol L c¢) vazao 0,2 mL min-1, neomicina 0,33 x 10~ mol L1; d)
vazéao 0,3 mL min-1, neomicina 0,43 x 107 mol L; e) vazédo 0,4 mL min-1, neomicina 0,50

x 1077 mol L1,

(i) Ao variar a concentracdo de neomicina de 0,20 a 0,50 x 10 mol L?,
partindo de uma solugéo de neomicina de 10°mol L, a banda caracteristica de
NPsAg-citrato em 404 nm sofreu uma redugéo na intensidade de 0,56 a 0,16 u.a.
Figura 51 (a —f,). Houve o surgimento de uma banda larga em 480 nm, atribuida
aos agregados de NPAg-citrato-neomicina. A intensidade dessa banda foi
monitorado entre 0,102 a 0,195 u.a.. A interacdo entre a NPsAg-citrato e a
neomicina comecou a ser observada de maneira significativa a partir de 0,20 x 10

5mol L.
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Figura 51. Espectro da interagdo das NPsAg-citrato 1:1 com neomicina 10-® mol L-* em
diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vazado 0,1 mL min-
1, neomicina 0,20 x 10 mol L ¢) vazdo 0,2 mL min-1, neomicina 0,33 x 10-° mol L1; d)
vazéao 0,3 mL min-1, neomicina 0,43 x 10-® mol L; e) vazédo 0,4 mL min-1, neomicina 0,50

x 106 mol L.

Na Figura 52. Os resultados obtidos com as concentracdes de partida 10”7
e 108 mol L™t ndo mostraram decaimento na intensidade pelo surgimento de uma
banda de agregacdo. Os resultados mostram que a medida que aumentava a
concentracdo de neomicina na presenca das nanoparticulas, com as
concentracdes finais de 0,20 ; 0,33 ; 0,43 e 0,50 x 10°® mol L, os sinais
monitorados em 404 nm decresciam em decorréncia da aglomeracdo de NPsAg-

citrato.
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Figura 52. Espectro de diferentes vazfes e diferentes concentracdes de neomicina

Mudando-se os paramentos da vazao conforme a Tabela 13 e utilizando
NPsAg-citrato1:0,5, um novo teste foi realizado. A vazao foi fixada em 0,25 mL
min- e variou-se a vazao do farmaco neomicina 1,0 x 10 mol L de 0,1 a 0,25
mL min?. As menores vazées volumétricas aumentam o tempo de residéncia, o
gue pode influenciar em um tempo maior de interagdo entre os aminoglicosideos
e as NPsAg-citrato. Para esse teste foi utilizado a disperséo de trabalho NPsAg-

citrato 1:0,5 diluida 1:4 em agua.
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Tabela 13. Taxa de fluxo das NPsAg-citrato 1:0,5, dos farmacos e concentracdes finais

dos farmacos a partir da concentracéo de partida 10 mol L.

Vazéo da bomba A Vazéo da bomba B Concentracéo final do
NPsAg-citrato1:0,5 contendo farmaco farmaco a partir de10-¢
(mL min1) (mL min1) mol L!

0,25 0,0 0,0

0,25 0,1 0,29 x 106

0,25 0,15 0,38 x 106

0,25 0,20 0,44 x 106

0,25 0,25 0,50 x 106

A mesma tendéncia do decaimento do sinal em 404 nm e o surgimento da

banda em torno de 480 nm devido a formacdo de agregados devido a interacdo

NPsAg-citrato e neomicina 10® mol L' pode ser observado nas NPs sintetizadas

com Ag*:citrato 1:0,5 com as vazdes volumétricas fixas e 0,25 mL min * (Figura

53).

Extingdo (u.a.), » maximo 404 nm

0,0

T T 1
300 400 500 600
Comprimento de onda (nm)

T T
400 500 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 53. Espectros do efeito da diluicdo das NPsAg-citrato-1:0,5 (1); e interacdo das

NPsAg-citrato-1:0,5 com neomicina 10-® mol L-* em diferentes vazdes (2): a) vazdo 0 mL

min-1, somente NPsAg-citrato-1:0,5 b) vazao 0,10 mL min-t, neomicina 0,29 x 106 mol L


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

143

¢) vazao 0,15 mL min-1, neomicina 0,38 x 10~ mol L*; d) vaz&o 0,20 mL min-t, neomicina

0,44 x 106 mol L'%; e) vazao 0,25 mL min-t, neomicina 0,50 x 106 mol L.

A diferenca da intensidade entre a dispersao de trabalho inicial e a interacao
com o farmaco na concentracao final de neomicina 0,50 x 10 mol L' é maior nas
NPsAg 1:0,5 em comparacdo NPsAg 1:1, 0,495 (u.a.) e 402 (u.a.)
respectivamente. Indicando que as NPsAg com menos citrato (Ag*/citrato 1:0,5)
sdo mais sensiveis.

45.2.
Interacao das NPsAg-citratol:1 com a canamicina

O experimento utilizado para canamicina foi repetido da mesma maneira na
dispersdo de trabalho NPsAg citratol:1 contendo canamicina (iv) 108 mol L*
(Figura 54), (v) 107" mol L (Figura 55) e (vi) 10 mol L (Figura 56).

(iv) Ao variar a vazdo, e consequentemente a concentragcao de canamicina
de 0,20 a 0,50 x 10®mol L, partindo de uma solucéo de neomicina de 10¥mol L°
1. a banda caracteristica de NPsAg-citrato em 404 nm sofreu uma reducdo na
intensidade de 0,56 a 0,29 u.a. (Figura 54 / a — f). A reducdo observada foi
atribuida ao efeito da diluicdo provocada pela solucdo de canamicina 10° mol L*
e ndo pela formacdo de agregados NPAg-citato-canamicina. Este resultado ndo

foi significativo.
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Figura 54. Espectro da interagdo das NPsAg-citrato-1:1 com canamicina 10 mol Lt em
diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min-t, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vaz&o 0,1 mL min-
1, canamicina 0,20 x 10-® mol L** ¢) vaz&o 0,2 mL min-t, canamicina 0,33 x 108 mol L; d)
vazao 0,3 mL min, canamicina 0,43 x 10% mol L; e) vazdo 0,4 mL min-l, canamicina
0,50 x 108 mol L.

(v) Ao variar a vazao, e consequentemente a concentragdo de canamicina
de 0,20 a 0,50 x 107" mol L, partindo de uma solugéo de canamicina de 10" mol
L'a banda de NPsAg-citrato em 404 nm foi monitorada e observado uma pequena
reducdo na intensidade a partir de 0,44 x 107 mol L*. Essa reducdo ndo passou

a uma ordem de grandeza.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

145

0,5+ a

e

c

<

(@)

< 0,4 1

o

£

X

©

e 0,34

<

P e
<

=) 0,2

(@]

(T

O

=

2 0,14

Ll

O-O T T T T T 1
300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 55. Espectro da interagdo das NPsAg-citrato-1:1 com canamicina 107 mol Lt em
diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min-t, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vaz&o 0,1 mL min-
1, canamicina 0,20 x 10" mol L* c) vazdo 0,2 mL min-1, canamicina 0,33 x 10" mol L; d)
vazao 0,3 mL mint, canamicina 0,43 x 107 mol L; e) vazdo 0,4 mL minl, canamicina
0,50 x 10" mol L.

(i) Ao variar a concentracéo de canamicina de 0,20 a 0,50 x 10 mol L%,
partindo de uma solucéo de canamicina de 10®mol L, (Figura 56 / a — f) a banda
caracteristica de NPsAg-citrato em 404 nm sofreu uma reducgéo na intensidade de
0,56 a 0,16 u.a. O surgimento de uma banda larga em 483 nm, foi atribuida aos
agregados de NPAg-citrato com canamicina. O aumento da intensidade dessa

banda foi monitorado de 0,08 a 0,20 u.a..
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Figura 56. Espectro da interagdo das NPsAg-citrato-1:1 com canamicina 10 mol L-* em
diferentes vazdes: a) vazdo 0 mL min-t, somente NPsAg-citrato-1:1 b) vaz&o 0,1 mL min-
1, canamicina 0,20 x 10-¢ mol L** ¢) vazéo 0,2 mL min-t, canamicina 0,33 x 10~ mol L; d)
vazao 0,3 mL min, canamicina 0,43 x 10® mol L; e) vazdo 0,4 mL min-l, canamicina
0,50 x 10 " mol L.

Na Figura 57 os resultados obtidos com as concentracées de partida 108
ndo mostraram decaimento por surgimento de banda de aglomeracdo. Os
resultados mostram que a medida que aumentava a concentragdo de canamicina
na NPAg, com as concentracdes finais de 0,43 e 0,50 x 107" mol L™ observou-se
um pequeno decaimento. Nas concentragdes finais de 0,20; 0,33; 0,43 e 0,50 x
107" mol L. Houve a formacdo de banda de agregacdo. Os sinais monitorados em
404 nm decresciam, e em 483 nm aumentaram decorrente da aglomeracdo de

NPsAg-citrato com a canamicina.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421580/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1421580/CA

147

Concentracao (mol L™)

0,20 x 10 0,33x107% 0,43x 107 0,50 x10™
0145 1 " 1 " 1 " 1 )
A B - Agua
e 0,40 1 Concentracéo de partida
c ] ® - canamicina 108 mol L1
g A . Canamicina 107 mol L1
< 0,35 - -6 -1
o - Canamicina 10 mol L
£ 1
X
@ 0,30+
e
< ]
~=
@ 0,25 +
> ]
N
'
T, 0,20 v
= v
= ]
X
- v
W 015
T T T T T T T !
0,1 0,2 0,3 0,4

Vazao (mL min™)

Figura 57. Espectro de diferentes vazbes e diferentes concentracfes de canamicina na

presenca de NPsAg-citrato-1:1.

Os espectros na Figura 57 tragcam um perfil geral da interacdo das NPsAg
com a canamicina em fluxo continuo. Em linhas vermelhas pode-se observar o
efeito da diluicdo com a &gua, que foi utilizado como dispersdo-branco. Em linhas
verdes a interagdo nas NPsAg-citrato com as concentragdes finais da canamicina

a partir de 1,0 x 10° mol L'* observando formacéo de agregados em 480 nm.
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Figura 58. Perfil espectral de ressonancia plasmonica: a) NPsAg-citrato 1:1 (linha preta);
efeito da diluicdo da agua nas vazbes em b) 0,1; c) 0,2 €) 0,3 e f) 0,4 mL min? (linhas
vermelhas) e efeito da interagdo das NPsAg-citrato com neomicina nas concentracées
finais de d) 0,20, g) 0,33, h) 0,43 e i) 0,50 x 10 mol L (linhas verdes).

4.5.3.
Substrato de vidro funcionalizado com NPsAg-tartarato

As NPsAg apresentam ressonancia plasménica localizada de superficie
tanto em suspensao quanto em filmes finos (BURDA et al., 2005; PALLAVICINI et
al., 2010) podendo ser potenciais biosensores. Nesse contexto foram
funcionalizadas laminas com NPsAg-tartarato. O processo se fez em quatro
etapas: (i) limpeza, (ii) hidroxilacao, (iii) silanizacao, (iv) e imersao das laminas em
dispersdo de NPsAg-tartarato.

A silanizagdo e funcionalizagdo das laminas de vidro seguiram um método
proposto por Pallavicini e colaboradores (2009; 2010) com pequenas
modificagcbes, tais como, concentragdo do MPTS em tolueno e o tempo de
incubacao das laminas em MPTS. As |aminas de vidro foram limpas e hidroxiladas
com solucéo piranha, em seguida silanizadas com MPTS 2,5% por 2 horas a 40°C
como descrito no item 2.4.8.3. ApOs silanizacdo as laminas foram imersas em
disperséo concentrada de NPsAg-tartarato (Ag/tartarato 1:1) durante 12 horas em
temperatura ambiente para criar uma monocamada por automontagem de

nanoparticulas mais homogénea possivel. No caso da funcionalizagdo do vidro
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com MPTS, os grupos —SH ficam expostos podendo se ligar as nanoparticulas (
PALLAVICINI et al., 2010).0s grupos ti6is sdo quimicamente ligados com a prata
através de ligacdo de sulfeto (S-Ag) por terem forte afinidade quimica pela
superficie metélica das NPsAg (RAVINDRAN et al., 2013) como demosntrado na
Figura 59. As laminas apresentaram coloragdo amarelada caracteristica da
presenca de NPsAg na superficie do vidro.
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.Figura 59. Processo de formag¢&o de camada de NPsAg no vidro funcionalizado Adaptado
de Pallavicini et al. (2010).

A analise espectroscopica de absorcao das NPsAg-tartarato em solugéo
(antes da deposi¢céo na lamina de vidro) foi realizada com uma dispersdo da
NPsAg-tartaratol:1 diluida em agua 1:4 onde obteve-se um espectro de extingédo
com a intensidade no comprimento de onda maximo em 403 nm, (Figura 60) o que

indica a existéncia de nanoparticulas de prata.
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Figura 60. Perfil espectral de ressonancia plasmonica da dispersdo da NPsAg-tartarato

diluida em agua 1:4.
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As laminas de vidro funcionalizadas foram posteriormente caracterizadas
através da microscopia de varredura eletrénica (MEV) como mostrado na Figura
61. Através de um software de digitalizagdo da imagem MEV foi possivel fazer a
andlise estatistica da distribuicdo dos didmetros das NPsAg-tartarato. A curva de
distribuicdo gaussiana evidencia que a maioria das NPsAg-tartarato apresenta um
didmetro no maximo de distribuic&o centrado a 12 nm. Também foi observado por
microscopia a formagdo de um grande numero de nanoparticulas, tendendo a

maioria ao formato esférico.

numero
nanoparticulas
3
L

'
=3
L

N
S
L

© oods @ 2 50KV X100,000 WD 64mm  100nm

Diametro Nanoparticulas [nm]

Figura 61. Imagem MEV do substrato de vidro funcionalizado com NPsAg-tartarato com
umaandalise estatistica feito por uma analise de digitalizagdo da imagem MEV através de

um software.

As laminas de vidro com NPsAg-tartarato objeto de estudo dessa
dissertagdo foram funcionalizadas com anticorpo de Candida albicans pelo
departamento de Bio-engenharia da Universiade de Pernambuco e utilizadas
como sensores LSPR para a deteccdo do antigeno da Candida albicans. (Neves
et al.,, 2015). As plataformas de vidro funcionalizadas com NPsAg-tartarato
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demostraram ser eficientes como biosensores LSPR sendo sensiveis a pequenas

concentracdes de solucdes de antigeno equivalente a 50 ng mL™.
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5
Conclusoes

As Instalacdes dos sistemas microfluidicos tubulares em aco e PTF pela
sintese de QDs e NPsAg em fluxo continuo apresentaram-se ser sistemas
seguros, simples e rapidos, e de baixo impacto ambiental pela redugcédo de

insumos.

Quantum dots CdTe-TGA foram sintetizados em batelada e caracterizados
por espectroscopia de fotoluminescéncia, UV-vis, potencial Zeta e espectroscopia
de Infravermelho (IV-TF). Este método obteve QDs com FWHM de 47,5 nm com
Aemissao de 540 nm. Entretanto, o0 mesmo demonstrou ser um processo de dificil
controle dos parametros da reducédo do telurio. A utilizagdo de sistemas em fluxo
levou a sintese de QDs de CdTe-TGA com valores de FWHM na faixa de 62 a 86
nm. O ajuste das condi¢Bes preparo de QDs em fluxo em relacéo a variacdo de
temperatura e da proporcdo molar a partir da mudanca de vazao dos precursores
demonstrou que 0 aumento da temperatura e da razdo molar de Cd:Te, influencia
no tamanho dos QDs, sendo esta Ultima mais acentuada. Os QDs com menores
valores de FWHM (62 - 69 nm) foram obtidos matendo o forno da mistura reacional
na temperatura de 140 °C. Na razdo molar de Cd:Te 1:0,3 e 1:1,5 foram obtidos
QDs com valores de FWHM de 64 e 86 nm, respectivamente. Conforme aumenta
a quantidade de telGrio, aumenta 0 Aemissao da dispersédo de 520 a 575 nm. Esse
estudo indica um potencial método para otimizacdo da sintese de QDs de CdTe-
TGA em fluxo, em funcdo da razdo molar dos precursores e da temperatura,
utilizando volumes e tempos reduzidos. Entretanto, 0 mesmo ainda precisa ser

otimizado e validado.

A avaliagdo da formacao de filmes finos em matrizes poliméricas (PVA e
PDMS) com diferentes técnicas de deposi¢édo (impregnacéo, drop casting e spin
coating) destacau que a técnica de spin coating com PVA permite de obter pelicula
de espessura nanométrica de 58,7 + 3,3 nm de baixa intensidade em comparacéao
a com o filme obtido por drop casting. A melhor condi¢céo para a formacéo de filmes
luminescentes, sobre substratos de vidro, foi utilizando o catalisador EDC. No
entanto, ocorreu fotoxidacao de todos os filmes obtidos, gerando a impossibilidade
de utilizacdo das mesmas como sonda analitica.

NPsAg-citrato e NPsAg-tartarato foram sintetizadas em fluxo continuo com

razdes molares de Ag*/citrato, 1:0,5 e 1:1. A interagdo dos farmacos
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aminoglicosideos em exame com as nanosondas de NPsAg-citrato foi monitorada
com o auxilio de uma cela de fluxo acoplada a um fotdmetro. O sistema se
mostrou sensivel nas concentracdes igual ou maior que 2 x 107 mol L%,
produzindo uma mudanca no perfil espectral (LSPR) da sonda de NPsAg, com o
decaimento do sinal no comprimento de onda de 404 nm e o surgimento de uma
nova banda em 480 nm, atribuida & aglomeracdo das nanoparticulas.

Laminas de vidro foram silanizadas com MPTS (2,5% em tolueno) e
funcionalizadas com nanoparticulas para formacao de filmes de NPsAg-tartarato.
Este Gltimo em parceria com o grupo de pesquisa orientado pelo Professor Renato
Araujo (Universidade Federal de Pernambuco) foi funciolnalizada com anticorpos
Candida albicans e utilizadas para deteccdo dos atingenos Candida albicans. O
biosensor LSPR foi sensivel a pequenas concentragdes de solugbes de antigeno

equivalente a 50 ng mL™2.
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Etapas futuras

Otimizar as condigbes de sintese em fluxo de QDs CdTe-TGA de forma
integrada ao Fluorimetro Ocean Optics para monitoramento fluorimétrico
em tempo real da sintese.

Sintetizar QDs com precursores menos toxicos, tal como, fosfeto de indio
(InP).

Caracterizar os QDs CdTe-TGA sintetizados em fluxo por DLS, RAMAN,
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Microscopia de Forca
Atdébmica (AFM) e IV-TF.

Sintetizar NPs de prata em fluxo continuo, integrando o NaBH4 ao reator
microfluidico e testar novos designs de microrreatores de forma a obter
maior controle de todo o processo sintético em fluxo.

Testar filmes em substratos de vidro para sensores LSPR com
nanoparticulas sintetizadas a partir de diferentes ligantes, tais como:
oxalato, citrato e quitosana.

Otimizar as configuracbes experimentais dos equipamentos
espectrofotométricos (UV-vis e Fluorimetro Ocean Optics) para medicdes

analiticas online.
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Development of a localized surface plasmon
resonance platform for Candida albicans anftigen
identification

Wendell W. Meves, Rosa F. Dutra, Renato E. de
Aramjo
Universidade Federal de Pernambuco
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Abstracs—The imcidence of hespital mfections cansed by the
fongms Condide albicans has imcreased smbstanfially im the past
decades. Specific tesis for the dixpnoss of sepsi= due fo Candida
mmmmlunqnelhlghnehﬂt-rmh
Given this sitnation and considering the need for constamt search
for altermatives im the disgmosic of seplicemia by Condide

albicans, in this work was developed and evaluated a new sensing

process and glycne i blockers
Hm—fnchﬂ:lmlniu{iﬁplﬂﬂunﬂlhpﬂpﬂ:huuf
the sensing platform, different concentrations of antibodies were
explored. In the evaluation of the platform a5 a Candida albicans
amtigens SEmSON, the idenfification of different amtigen

L INTRODUCTION
The ocowrrence of mvasive mfections caused by
yeasts in intensive care umt has increased
substantially in the past decades. Hospital infections
by pathogemc fimg have become a major cause of
mmtahtymmnmmndeﬁcwﬂpahnﬂsmmﬂmthls

mmressme [, 2, 3] In
albicans is the most common

spemsm‘olvedmavanetynfhospm]}ﬁst
infections. Yeast infections camsed by Candida
linked

species are known as Candidenua Enzyme-
immmmoesorbent assay (ELISA), Polymerase chamn

Omar Pandoh, Tommaso del Rosso, Cecilia G.
Pontificia Universidade Catolica do Fio de
Janeiro
Rio de Janeiro, Brazil

reaction (PCR), electrophoresis amd solid phase
radicimmimoassay (FI1A) are technics explored on
the identificaion of human antibodies to Candida
albicans [4], whwhreqmre huighly skilled persomnel,
labonous procedure and are tme consuming
Candidemia diagmosis is thus complex and current
commercial solutions are npot completely
satisfactory. Therefore the development of new
diagmostic methods and devices can introduce a new
perspective on clmical procedures.

In that comtext, optical based sensors can be
explored as fast, reliable and fairly simple method
for diagnostic medical devices. In  parficular,
Locabzed Surface Plasmon Resonance (LSPR)
phenomenon can be explored in order to obtain a
cheap, and accurate label-free molecular sensing [5].
Localized surface resonance is associated
to a collective oscillation of the conduction electrons
m the metal It is known that metallic nanoparticles
(NPs) scatter hight elastically with remarkable
efficiency at the plasmon resonance frequency [6].
Moreover, the plasmon resonance frequency is

of the size, material and shape of the NF,
and itz environment [6]. Metal nanostmuctures are
increasingly receiving attention as important starting
points for the development molecular biosensors for
medical diagnosis as cancer-related biomolecules
[7], Alzheimer disease [8]. influenza virus [9], HIV.
1 virs [10], Dengue viros [11], hepatiiz B virus
[12] and preeclampsia [13]. Basically, all LSPR
molecular sensors are base on the evaluation of the
Plasmon Resonance peak shift due to the adhesion
of molecules on the NPs surface.
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Here, in this work we developed and evaluated a
ugwnphcalplat["mm for Candida albicans antigen
identification, base on LSFE.

I MATERIAL AND METHOD

The sensing platform cormresponds to a glass shide
with nanoparticles of silver adhered on its surface
and fimctionalized with monoclonal anti-candida
antibodies of the IgG class. The development
procedure of the platform involve the synthesis of
Ag NPs and its deposition on a glass slide, and the
immobilizing of Candida albicans antibodies on the
NPs.

A Preparation of glass slide with Ag NPs

Silver nanoparticles were synthesized by mean of
sol-gel method for chemical reduction of AgNO; in
the presence of potassium sodium tartarate with
NaBH, at the molar ratio of 1:1:1.3 | respectively.
The self-assembled monolayer (SAM) of Ag-NPs
on glass was prepared with a procedure adapted
from the reference [14].

After cleaning, a glass substrate were hidroxilated
using a Piranha solution (H2504H:0.=1:3). and
incubated for 2 howrs into a 2,5% solution of
mercaptopropyl-inethoxysilane (MPTS) on toluene.
The chemical bonding of MPTS exposed the
terminal mercapte groups on the surface of glass
enabling the immobilization of the Ag-NPs. This
was accomplished by exposing (ovemight) the
MPTS modified substrate to a colloidal solution of
Ag NPs. Then, the surface of the film was nnsed
with water to be finally dried with a gentle nitrogen
flow. Wettability studies, camed out on automated
gomometer with drop image advanced V2.3, were
made in each step of the preparation of Ag NPs film
on glass. UV-VIS and Scamning Electron
Microscopy (SEM) charactenization of the film.

B. Preparation of LSPR platform
The glass slide with Ag NPs was cleaned with a
DZMmlutiouufniuic acd (HNO3). 'I'Ileslidewas

eﬂuuolTheamnmgrmq:ﬂ'&H}nfﬂmCyst&amme
allows the binding of the Candida antibodies

carboxyl group to the sensing platform [15].

172

To immobilize the Candida antibodies, the shide
with Ag NPs and ine was immersed for 1
hour in phosphate buffered saline (PBS) solutions
with  different  anbbodies  concenfrations.
Memnoclonal anfi-candida antibodies of
mmmmoglobuling class from rabbits (GenWayBio)
were explored. On the platform development the
free-amine groups of Cysteamme were blocked with
Glycme, to ensure that the will bind only
with Candida anfibodies. For that the glass shde
with NPs and antibodies was immersed for 1 hour in
a 5(mM acqueous solution of Glycine. After cleaning
the platform with MiliQ water, the platform was
ready to 1dentify Candida albicans antigen.

¢. Candida albicans antigen detection

Different concentrations of Candida albicans
antigens solution, from GenWayBio, were prepared
in PBS. To evaluate if the platform could detect the
presence of Candida aolbicans antigen, a small
volume of the antigen solution was dropped on its
surface, for one hour. After that the platform was
dray and optical extinchon spectroscopy was
performed. UV-Visible spectra, from 350nm to
800nm, were obtained using a spectrophotometer
from Thermo Scientific (model Evolution 6009,
with 0. 2nm spectral resolution.

m. RESULTS AND DISCUSSION
Fig. 1 shows SEM image of the prepared Ag NPs.
NPs with diameter of approximately 12 + Snm were
use on the platform structore. The inset in Fig. 1
mdicates the NPs diameter distnbution. The optical
extinction spectum of the NPs on the glass slides
shows an LSPE peak at 420nm The LSPR
spectrum peak-shift indicates the adhesion of
molecules on the system surface With the
immaobilization of Candida albicans antibodies on
the glass shde with NF, a red shift of the LSPR. peak
were observed The use of antibodies sclution with
extinction spectrum. Fig. 2 mdicates the LSPR peak
wavelength of the NP on glass slide after antibodies
immobilization. The increase of antibodies solution
concentration allows an expansion of the mumber of
immobilization sites on the NPs surface, and
therefore a longer spectrum shift The use of
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solution with 300ngml antibody concentration
mmduced a significant shift (~31nm) of the LSRP
peak. After the immohilization of Candida albicans
antibodies, using 300ng/ml antbodies solution, on
the NPs aggregated on a glass shde, Glycme was
used blocking the Cysteamine free-amine groups. In
Fig. 3 a schematic diagram of the platform is
presented. In the schematics of Fig. 3 the Ag NPs
are rqrresem:ed as gray spheres, the ligand
(Gysteamine) is shown as orange lines, the Glycine
are indicated as green stars and the of Candida
albicans antibodies are presented as green/blue Ys.
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Spectral shift was observed after every step of
platform manufacturimg procedure, as presented on
Fig 4. The LSPR , mtially at 425 nm (black
line m Fig. 4), move 10mm after Cysteamine
binding to the Ag NPs (red line in Fig_ 4). In Fig. 4,
the green spectmum presents a LSPR peak at 438mm
after the mmeobilization of antibodies (300ng/mL)
and Glycine. Anocther sigmficant spectrum shift was
observed when Candida albican antigen was
identified by the platform (purple line n Fig. 4). A
25nm red shift mdicating an antigen-antibody
bounding was observed when a 300ngml solution
of antigen were dropped and dried on the platform.
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Fig. 4: Extizmction spectnam of the LEPR syasos

In Fig 5 the shifts of the LSFR peak are
indicated for all platform manufacturing steps and
antigen detection procedure, with 300ng'ml
Candida albican solubon. The spectrom shaft
obzerved when amtigen iz detected indicates the
poszibility of using the platform m a biosensor
device. An 8nm shift was also observed when using
a lower antigen concentration (30ng/ml).
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Fig. 5: LEPE paak wmslength for sach i ing steps and ani
detectioz.

1v. CONCLUSION

Candida albicans 15 one of the most common
Candidemia diagnosis is complex, and there is no
inexpensive, fast, and free-label commercially
available diagnostic device for Candida albicans
dentificati

Here, we presented a new optical platform for a
Condida albicans antigen, base on LSPR.  The
developed sensmmg platform consists of a glass shde
with silver nanoparticles on its surface and
anfibodies.

The platform development procedure was
evalnated using optical ransmission spectroscopy,
and L5PR spectrum shift were percerved, resulting
from the adhesion of molecules on the NPs surface.

The sensing platform was able to identify small
concentration  (30ng/ml) of Candide albicans
antigen m a solution dropped on the platform. The
results mdicated the wiallity of explommg LSPR
effect on Candida albicans antigen bissensor. Future
development toward the establishment of this sensor
involves the identification the system sensibility in
serum samples.
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