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Resumo

Carvalho, Evelyn Leal; Aucélio, Ricardo Queiroz (Orientador); Pedrozo
Penafiel, Marlin (Coorientadora). Potencialidade do uso de sonda
fotoluminescente baseada em pontos quanticos funcionalizados com
tiouréia para determinacdo de aminas biogénicas. Rio de Janeiro, 2024.
93p. Dissertagdo de mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Uma sonda fotoluminescente do tipo “turn-on” foi avaliada para a deteccao
de putrescina usando pontos quanticos de grafeno (GQDs). Diferentes
nanoparticulas de carbono fotoluminescentes foram preparadas usando a
abordagem “bottom-up”, usando &cido citrico como precursor, sozinho ou
misturado com outros compostos contendo heteroatomos (N e/ou S) visando
funcionalizacdo da nanoestrutura. Observou- se que as nanoparticulas preparadas
com acido citrico e tioureia (GQDs-TU) apresentaram melhor perfil aumento da
fotoluminescéncia (resposta analitica) na presenca dessa amina biogénica. As
condigdes experimentais foram ajustadas para o melhor perfil de resposta e para
obter os parametros analiticos de mérito. No ensaio em batelada, a curva analitica
normalizada (concentragdo L-Lo versus PUT) foi linear (R? = 0,9498) até 90 mg L-
! O limite de quantificacéo (LOQ) foi de 15,1 mg L™ e o limite de detecgdo (LOD)
foi de 4,5 mg L. Além disso, a estratégia proposta para a determinacao indireta de
putrescina foi adaptada para um sistema de anélise por injegdo em fluxo (FIA) a
fim de aumentar a frequéncia analitica, diminuir os residuos e automatizar a
quantificacdo do analito. Apos a otimizacao do ensaio, com a faixa linear cobrindo
o intervalo até 50 mg L (R? = 0,9980), os valores de LOD e LOQ foram 3,0 mg L-
1e9,9 mg L1, respectivamente.

Palavras-chave

Pontos quanticos de grafeno; Fotoluminescéncia; Aminas biogénicas;
Analise por injecdo em fluxo.



Abstract

Carvalho, Evelyn Leal; Aucélio, Ricardo Queiroz (Orientador); Pedrozo
Penafiel, Marlin (Coorientadora). Potential use of a photoluminescent
probe based on thiourea-functionalized quantum dots for the
determination of biogenic amines. Rio de Janeiro, 2024. 93p. Dissertacdo
de mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica
do Rio de Janeiro.

A photoluminescent “turn-on” probe was evaluated for putrescine detection
using graphene quantum dots (GQDs). Different photoluminescent carbon
nanoparticles were prepared using a “bottom-up” approach, employing citric acid
as a precursor, either alone or mixed with other compounds containing heteroatoms
(N and/or S) for nanostructure functionalization. It was observed that the
nanoparticles prepared with citric acid and thiourea (GQDs-TU) exhibited a more
pronounced increase in photoluminescence (analytical response) when exposed to
this biogenic amine. Experimental conditions were fine-tuned to optimize the
response profile and obtain the analytical parameters of merit. In the batch assay,
the normalized analytical curve (L-Lo concentration versus PUT) was linear (R? =
0,9498) up to 90 mg L. The limit of quantification (LOQ) was 15,1 mg L* and the
limit of detection (LOD) was 4,5 g L. Furthermore, the proposed strategy for the
indirect determination of putrescine was adapted for a flow injection analysis (FIA)
system to increase the analytical frequency, reduce waste, and automate analyte
quantification. After optimization of the assay, with the linear range covering the
range up to 50 mg L (R? = 0,9980), the LOD and LOQ values were 3,0 mg L' e
9,93 mg L%, respectively.

Keywords

Graphene quantum dots; Photoluminescence; Biogenic Amines; Flow
Injection Analysis.
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1
Introducao

1.1 Contextualizacao do trabalho

As aminas biogénicas (AB) sdo bases orgénicas nitrogenadas encontradas
no corpo humano, animais, plantas e microrganismos, geradas a partir da
descarboxilacdo enziméatica ou microbiana de aminoacidos (precursor
correspondente) e da transaminagdo de aldeidos e cetonas que sdo formadas e
degradadas como resultado de atividades metabdlicas normais em células vivas. De
acordo com a estrutura podem ser classificados em trés categorias diferentes: as
alifaticas (como putrescina, cadaverina, espermina e espermidina), as aromaticas
(como tiramina e feniletilamina) e as heterociclicas (como histamina e triptamina),
cada uma contribuindo para diversas fungdes fisioldgicas essenciais, como
regulacdo do crescimento, estabilizacdo da membrana celular e sintese de
horménios (Erdag et al., 2018).

Geralmente, as AB oriundas dos alimentos sdo eliminadas pelo intestino
através da atividade das enzimas mono e diamina oxidase. Porém, a ingestao dessas
aminas pode desencadear diversos efeitos adversos, como nauseas, vOmitos,
diarreia, dor abdominal, erupcdo cutanea, coceira, cefaléia, taquicardia, hipo ou
hipertensado e distdrbios nos sistemas nervoso, respiratorio e cardiovascular. Além
disso, as AB estdo sob investigacdo devido a sua capacidade de atuarem como
precursores mutagénicos, uma vez que podem contribuir para a formacéo de
nitrosaminas, substancias conhecidas por seu carater carcinogénico (Shalaby,
1996). A putrescina esta associada a odores provenientes de tecidos em estagio de
decomposic¢éo, sendo detectada por um marcador quimico presente no sistema
olfativo que induz repulsa em seres humanos e indica a presenca de contaminagéo
bacteriana (Hussain et al., 2013).

O controle da concentragéo de AB tem sido proposto como um indicador de

qualidade e frescor de alimentos. Esses compostos estdo correlacionados com o
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tempo de armazenamento, processamento e deterioracdo, especialmente em
produtos alimenticios resultantes de fermentagdo ou sujeitos a contaminacao
microbiana. (Papageorgiou et al, 2018). A presenca de AB em cerveja séo
considerados constituintes naturais que podem ser originadas das matérias-primas
(mosto, malte, lGpulo), como € o caso da agmatina, espermidina, 2-feniletilamina e
espermina ou pela acdo de microrganismos positivos para descarboxilases, como
acontece para histamina, tiramina e cadaverina (Poveda, 2019; Kalac; Krizek,
2003). A putrescina pode originar a partir de ambos o0s processos. A fase de
fermentacdo € responsavel pela maior parte da formacdo de AB, porém o
armazenamento prolongado também pode favorecer o aumento da concentragdo
dessas AB (Lorencova et al, 2020).

Apesar disso, ndo existe uma legislacdo especifica sobre cada AB nos
diversos tipos de produtos alimenticios. No Brasil, apenas a histamina em pescados
frescos e seus derivados possuem uma legislacdo regulamentadora, onde se
determina 100 ppm (mg kg-1) como a concentracdo maxima permitida (Brasil,
1997). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece a
cromatografia liquida de alta eficiéncia — em inglés, High performance liquid
chromatography (HPLC) — como o método oficial de anélise de histamina (Brasil,
2017). Apesar disso, o HPLC apresenta um alto custo de instrumentagéo, de
manuseio e maior tempo requerido para realizar as analises.

O uso de nanomateriais em quimica analitica vém se tornando uma
alternativa promissora as técnicas tradicionais em procedimentos de deteccao
quimica e biologica de diversos analitos devido as suas propriedades Opticas, redox
e cataliticas unicas que podem promover vantagens em termos de sensibilidade e
seletividade. Recentemente, os nanomateriais de carbono estéo sendo pesquisados
em uma ampla gama de aplica¢fes na area de anélise de alimentos para detectar
aditivos alimentares, bacterias, residuos de inseticidas, antibioticos e alguns
componentes nutricionais de interesse (Ngafwan et al., 2021) Esta dissertacdo tem
como objetivo apresentar uma pesquisa no campo da quimica analitica baseada no
uso de pontos quénticos de grafeno como sondas fotoluminescentes para a detecgdo

e quantificacdo da amina biogénica putrescina em amostra de cerveja.
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1.2 Estrutura da dissertacéao

A presente dissertacdo estd estruturada em 6 capitulos. No Capitulo 1 é
apresentada uma breve contextualizacdo do trabalho e seus objetivos. No Capitulo
2 é apresentado o referencial tedrico com o objetivo de fornecer a compreenséo
bésica de teorias e conceitos relevantes ao tema da pesquisa. Ali sdo apresentados
conceitos sobre nanomateriais fotoluminescentes. Além disso, esta se¢do traz uma
breve revisdo sobre GQDs, abordando sua producdo, propriedades fisicas e
quimicas e aplicacBes em métodos analiticos para deteccdo de diversos analitos. O
Capitulo 3 contém informacGes detalhadas sobre materiais, instrumentos e
reagentes empregados, procedimentos empregados para preparar solugdes,
amostras e 0s procedimentos relativos aos métodos analiticos. No Capitulo 4 sdo
apresentados os resultados e discussdo do estudo realizado sobre a producéo dos
pontos quanticos de grafeno. Esse capitulo inclui: i) estudo da interacéo de diversas
sondas baseadas em pontos quanticos de grafeno com a putrescina; ii) estudo da
influéncia das condicdes de preparo da sonda na sensibilidade; iii) interacdo do
GQDs-TU com a putrescina e outras aminas biogénicas; iv) caracterizacdo da sonda
GQDs-TU; v) desenvolvimento do método de quantificacdo de putrescina; vi)
adaptacdo do método em um sistema de injecdo em fluxo; vii) comparacdo de
parametros de desempenho analitico da abordagem em batelada com a de fluxo.
Finalmente, os Capitulo 5 e Capitulo 6 sdo dedicados, respectivamente, a conclusédo

do trabalho e orientac@es para trabalhos futuros.

1.3 Objetivo deste trabalho

1.3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como proposito avaliar a viabilidade do emprego de diversos
pontos quanticos de grafeno como sondas fotoluminescentes para a deteccdo de

putrescina em amostras de cerveja.
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1.3.2 Objetivos especificos

e Produzir diferentes GQDs, caracterizando 0s mais responsivos a putrescina
utilizando diferentes anélises Opticas e morfologicas;

e Auvaliacdo da resposta de fotoluminescéncia de GQDs-TU na presenca de
diferentes concentracdes de putrescina;

e Ajuste de parametros experimentais (concentracdo de pontos quénticos, pH
de disperséo, estabilidade, e temperatura, etc.) para sondagem de putrescina;

e Estudo da seletividade em termos de possiveis substancias interferentes que
possam existir em amostras de interesse;

e Adaptacdo do método para analise de injecdo em fluxo (FIA).



2
Fundamentacdao tedrica

2.1 Aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo uma classe de compostos organicos que sao
encontradas naturalmente em todos 0s organismos vivos. As primeiras aminas
biogénicas cujas estruturas quimicas foram registradas sdo a putrescina e a
cadaverina. Em 1885, Ludwig Brieger, um meédico e quimico alemao, isolou e
identificou essas substancias (Law, 2019) apds extracao dessas aminas do processo
de decomposicdo de proteinas em matéria organica em estagio avancado de
decomposigéo.

A putrescina (1,4-diaminobutano ou butanodiamina) é uma poliamina que
pode ser sintetizada a partir da L-arginina por meio de duas rotas distintas: a via da
L-ornitina e a via da agmatina. Na rota da L-ornitina, a putrescina € gerada pela
acdo da enzima ornitina descarboxilase (ODC). J& na rota da agmatina, a enzima
arginina descarboxilase (ADC) desempenha um papel fundamental, convertendo a
L-arginina em agmatina, que, por sua vez, é transformada em putrescina por meio
da via da N-carbamoilputrescina (Zdrojewicz; Lachowski, 2014). A estrutura

molecular da putrescina € indicada na Figura 1.

H,N A~

NH
2

Figura 1: Estrutura molecular da amina biogénica denominada putrescina

Ainda na rota de sintese, a putrescina é precursora de duas outras aminas
biogénicas: espermidina (SPD) e a espermina (SPM). Grupos aminopropilicos

derivados da S-adenosilmetionina descarboxilase (dcSAM), formada a partir do
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aminoacido essencial L-metionina, sdo inseridos de forma sequencial na amina
primaria da putrescina formando espermidina quem em seguida forma a espermina,
conforme simplificado na Figura 2. A mediagdo ocorre por espermidina e
espermina sintases (SRM e SMS, respectivamente) (Murray-Stewart et al., 2018).
O processo pode ser revertido por dois mecanismos que envolvem uma série
catabolica de oxidagdes: (1) a espermina é oxidada especificamente pela espermina
oxidase (SMO) produzindo espermidina e as espécies reativas de oxigénio H»O> e
o0 aldeido 3-aminopropanal (Cervelli et al., 2012) e (1) a espermidina/espermina
N!-acetiltransferase (SSAT) promove a acetilagdo na extremidade aminopropilica
da espermidina e espermina, seguida de oxidacdo pela acetilpoliamina oxidase
(PAOX). Este ultimo mecanismo pode ocorrer em duas etapas convertendo a

espermidina de volta em putrescina (Murray-Stewart; Casero, 2017).

Arginina

\./

Putrescina
Espermidina sintase
SAM descarboxilada -___——~l
Espermidina

l Espermina sintase

Espermina

Figura 2: Esquema simplificado das rotas de formacéo de putrescina e outras aminas
sucessoras

Apesar de comumente ser relacionada apenas com a deterioracdo da matéria
organica, para 0S organismos Vvivos, a putrescina desempenha um papel muito
importante nos processos metabolicos, como o ciclo celular, estabilizacdo da
estrutura do DNA e ainda participa do funcionamento das membranas celulares.

Estudos apontam a relevancia clinica da putrescina na infertilidade,
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desenvolvimento embrionario, hirsutismo, epilepsia, doenca de Alzheimer, doenca

de Parkinson, prevencao de metéstases e hemostasia (Bachrach, 2010).

2.2 Aminas biogénicas em produtos alimenticios e producédo
cervejeira

A deteccdo da formacdo de aminas biogénicas ndo apenas sugere indicios
de deterioracdo dos alimentos, mas também destaca a importancia fundamental de
se avaliar sua concentracdo ao longo dos processos de producdo dos produtos
alimenticios, limitando a presenca no produto final. Tal medida, permite assim
identificar possiveis riscos a saude e assegurar que medidas preventivas e corretivas
possam ser implementadas, garantindo padrdes de seguranca e qualidade alimentar.
A quantidade e variedade de AB formados nos alimentos séo fortemente
influenciadas pela composicao da matéria prima, presenca de microrganismos com
atividade da descarboxilase e as condi¢cdes de processamento e armazenamento.
Esses multiplos fatores atuam simultaneamente explicando a diferenca de
concentracdo observadas para produtos frescos e fermentados, assim como para

produtos de origem animal e vegetal (Ruiz-Capillas; Herrero, 2019).

Na indUstria cervejeira, as bactérias do acido lactico (LAB) sdo amplamente
utilizadas nos processos de fabricacdo. Os géneros Enterococcus, lactobacilli,
Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus, and Leuconostoc sdo associados com
a formacdo de AB e em consequéncia a degradacdo da cerveja (Ovalle-Marmolejo
et al, 2023). Diferentemente das cervejarias em grande escala, a cerveja artesanal é
mais propensa a deterioracdo devido a auséncia geralmente de processos como
pasteurizacdo ou filtracdo estéril. A presenca de uma microbiota associada as
materias-primas organicas e ingredientes ndo convencionais, para aromatizacéo e
saborizacdo, aumentam significativamente o risco de deterioragdo (Rodriguez-
Saavedra et al., 2020). Além de alterar a qualidade das cervejas, outro problema
torna a deteccdo de AB crucial, pois o etanol pode ser um inibidor da monoamina
oxidase (MAO) e da diamina oxidase (DAOQO), a enzimas responsaveis pela

desintoxicacdo no organismo humano (Visciano; Schirone, 2022).
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Em amostras de alimentos, os métodos tradicionais para quantificacdo de
AB sdo cromatografia gasosa-espectrometria de massa, cromatografia de troca
ibnica, eletroforese capilar, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia
de camada delgada (Kong et al, 2022; Ahangari et al, 2021). De modo a tentar
aumentar a frequéncia analitica, diminuir os custos e simplificar os processos de
andlise alguns métodos vém sendo desenvolvidos como métodos espectrométricos
(fluorimetria, quimioluminescéncia, métodos colorimétricos e cromatografia
ibnica), métodos enzimaticos, analise de injecdo de fluxo com biossensores
amperométricos (Vasconcelos et al, 2021).

Apesar de estudos apontarem a importancia de se estabelecer a concentragédo
de aminas biogénicas em alimentos, ainda n&do existe nenhum limite legal
estabelecido havendo também poucos dados de pesquisas em termos de dose-
resposta em humanos. O levantamento mais recente, realizado em 2011, pela
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), propds uma
avaliacdo qualitativa - utilizando dados da literatura cientifica, bem como de
inquéritos, relatérios e dados de consumo - dos riscos relativos de diversas AB em
alimentos fermentados na Unido Europeia, porém para putrescina e cadaverina nao
foi possivel indicar concentracbes que poderiam induzir efeitos adversos nos
consumidores pelas informac6es disponiveis serem insuficientes.

Em um dos estudos na area, Del Rio et al (2019) mostram que a putrescina
é citotoxica para culturas de células intestinais em concentracGes que podem ser
facilmente alcancadas em diversos tipos de alimentos. O valor para a maior
concentragdo de AB que ndo causou nenhum efeito adverso detectavel nas células-
alvo e correspondeu a 440,75 mg kg™. A menor concentracio de AB que produziu

um efeito adverso detectavel foi mensurada em 881,5 mg kg™.

2.3 Nanomateriais

Os nanomateriais - naturais ou sintéticos - possuem uma ou mais dimensfes
em escala nanométrica, na faixa de 1 nm a ~ 100 nm. Eles podem ser produzidos
por varios tipos de procedimentos, usando diversos precursores como metais,

estrutura metal-organica (MOF), precursores organicos, material polimérico, etc.
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Também podem ser funcionalizados/modificados de acordo com o0s requisitos para
quaisquer aplicagdes desejadas. Devido ao tamanho, as propriedades de reatividade,
espectroscopicas, elétricas e magnéticas, de transporte através de membranas, etc.,
sdo geralmente diferentes daquelas dos similares materiais massivos (Armarego,
2022). Além disso, exibem efeitos quanticos, maior area de superficie, maior
resisténcia,  estabilidade, reatividade quimica ou condutividade e
biocompatibilidade (Adil et al., 2022).

As propriedades dpticas dos nanomateriais permitem que sejam empregados
como sondas analiticas dpticas. No caso das sondas fotoluminescentes, esses
nanomateriais substituem os sensores que empregam fluor6foros orgéanicos e
inorganicos e podem operar com trés possiveis mecanismos de deteccdo ao
identificar um analito: (i) supressdo da intensidade de fluorescéncia, conhecido
como quenching ou turn-off, (ii) aumento da intensidade de fluorescéncia, referido
como turn-on ou ativacdo, e (iii) a alteracdo do espectro de emissdo para um

comprimento de onda diferente (Bui The Huy et al., 2022).

Os pontos quénticos (em inglés Quantum dots) ou QDs, sdo uma espécie de
nanomateriais semicondutores de tamanho ultra pequenos, normalmente na faixa
entre 1 e 10,0 nm. Os QDs tém se tornado objetos de estudos no meio cientifico
devido as suas propriedades unicas, incluindo maior fotoestabilidade, espectros de
excitacdo amplos, picos de emissdo ajustaveis, longos tempos de vida de
fluorescéncia, dentre outras (Barroso, 2011). Tais propriedades sdo devido ao
fendmeno denominado confinamento quéntico que se refere a restricdo do
movimento aleatdrio dos elétrons nos QDs, induzindo a criacdo de niveis de energia
quantizados nas bandas de valéncia e condugdo. Ao reduzir as dimensdes das
particulas até ficar abaixo do raio de Bohr, os niveis de energia tornam-se discretos,
resultando também em um aumento no bandgap — barreira energética onde nenhum
elétron de valéncia pode transitar — que é a diferenca de energia entre a banda de
valéncia e a banda de conducdo, no caso dos QDs entre os niveis discreto mais
elevado da banda de valéncia e o nivel mais baixo da banda de condugéo (Singh et
al., 2020).
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Quando os QDs passam por algum processo, como radiagdo incidente, onde
recebem energia superior ao bandgap, os elétrons da banda de valéncia sdo
promovidos a banda de conducédo gerando a formagéo de uma vacéncia (um buraco
virtual na camada de valéncia) de carga idéntica, porém com sinal oposto. O par
elétron-buraco denominado éxciton, que sdo unidos por interacdes coulombianas,
apresenta tempo de vida curto (na ordem de nanosegundos) e 0 recaimento
energético ¢ chamado de recombinacdo excitbnica. A dissipacdo dessa energia
através de emissdo de fotons com energia inferior ao da radiacdo incidente
(decaimento radiativo) é o que possibilita que os QDs apresentem o fendémeno de
fluorescéncia (Schmid, 2004).

Na inddstria alimenticia, os nanomateriais podem ser empregados em
setores como processamento, embalagem, seguranca e qualidade e armazenamento.
A aplicacdo de nanosensores para detectar qualquer patégeno ou contaminantes em
alimentos fornece ensaios de diagndstico rapidos, sensiveis e de baixo custo para a
deteccdo (Nile et al., 2020). Os nanomateriais vem sendo estudados para detec¢do
de aminas biogénicas em diversos tipos de amostras de alimentos, alguns exemplos

podem ser vistos na Tabela 1.



Tabela 1: Nanomateriais para identificacdo de aminas biogénicas em amostra de alimentos
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Amostra Amina Nanomaterial Técnica Faixa Linear LOD Referéncias
Peixe ELAE Fe, Co-CDs Colorimétrica 0,25-10 mg kg ! 0,06 mg kg* (Li et al., 2021)
Salméo, UT 76,99 ppb (PUT) (Kim et al., 2021)

| . imetal.,
frango, AU@ZIF-8 Espectroscopia 0-107* (V/v) 115,88 ppb (CAD)
carne e CAD Raman
porco
i olitactiqa | 0\ CTIMEtricae 2,0-100mg L™ 0,07 pmol L
ilme polilactida i
Carne de PUT,  com Cgco3_Nps ESp;C;;;’ge;gf de (PUT) (PUT) (Siripongpreda et al.,
orco CAD 3 Lo . -1 -1 2020
P Oxido de Grafeno 10n1zagao € 01-60mglL 0,02 pmol L :
dessorcdo a laser (CAD) (CAD)
53x 107 até 7,2 x .
105 mol L2 Né&o informado
(DAOX) (DAOX)
. Nanoparticulas de .
Queijo TYR ?)Iatina Amperometria (Dalkiran et al., 2020)
3,9x 1077 até 7,6 x 2,1 10" "mol L™
10° mol L
(MAOX) (MAOX)
1 0,2-0,4 umol L™* 0,2 umol L !
Vinho HIS Nanoparticulas de o imetrica " "

ouro

(Lapenna et al., 2020)
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logurte e Nanoparticulas de . _ _
queijo TYR ouro Eletroquimica 0,8-80 pmol L™ 0,04 pmol L™ (Silva et al., 2019a)
logurte e Nanoparticulas de I o _
queiio TYR ouro Eletroquimica 10-120 pmol L™ 0,71 pmol L™ (Silva et al., 2019b)
1,81 pmol Lt
Peixe HIS Nanoparticulas de ~ Colorimétrica e 0121 umol L (Huang et al., 2017)
ouro espectromeétrica Il 38 nmol L g N
Cerveia e Nanotubos de o
vitho HIS carbono de parede  Eletroquimica 4,5-720 pmol L! 1.26 pmol L1 (Stojanovi¢ et al., 2016)
simples
Camaréo PUT Ce02-NPs Amperometria - 10 nmol L (Gumpu et al., 2016)
Nanotubos de . 5180 wmol L2
Peixe TYR carbono de parede  Eletroquimica H 0,62 pmol L1 (Apetrei; Apetrei, 2015)
simples
Nanotubos de o
Peixe HIS carbono de Eletroquimica 0,1- 100 pmol L™ 76 nmol L? (Geto et al., 2014)

paredes multiplas

Histamina (HIS), Octopamina (OCT), Triptamina (TRY), Espermidina (SPD), Espermina (SPM), Tiramina (TYR), Putrescina (PUT), Cadaverina (CAD) e Agmatina (AGM).
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2.4 Nanomateriais de carbono

Os nanomateriais de carbono tém se tornado uma alternativa promissora
para a detecgdo de diversos analitos de interesse da inddstria alimenticia ao serem
utilizados na criacdo de dispositivos de deteccdo de alto desempenho para uma
inspecéo de seguranca alimentar. (Rajendrachari et al., 2022; Sonali J et al., 2022).
Devido as suas propriedades fisicas e quimicas Unicas, esses nanomateriais
possibilitam o desenvolvimento de sensores sensiveis e seletivos para aminas
biogénicas (Danchuk, et al., 2013).

Dentre esses nanomateriais de carbono podemos destacar os pontos
quanticos de carbono — do inglés, carbon quantum dots (CQDs) — e 0s pontos
quéanticos de grafeno — do inglés, graphene guantum dots (GQDs). Apresentam
como caracteristicas serem nanocristais de dimensdo zero (0D), semicondutores
que exibem propriedades como fotoluminescéncia passivel de ajustes,
biocompatibilidade, compatibilidade ambiental, baixa toxicidade, possibilidade de
funcionalizacdo da superficie e baixo custo (Sikiru et al., 2023). Os CQDs sao
estruturas esféricas ou quase-esféricas compostas por carbono hibridizado sp? e sp®,
enquanto os GQDs sdo fragmentos de grafeno que possuem ndcleos grafiticos
hibridizados sp? com funcionalizaces de borda carboniladas (Korkut et al., 2023).

Os GQDs foram fabricados inicialmente por Ponomarenko et al. (2004)
com base no trabalho anterior sobre pontos de carbono (CDs) de Xu e
colaboradores, em 2004. Na literatura sdo descritos varios métodos de preparacao
de GQDs, como hidrotérmico, hidrotérmico assistido por microondas,
hidroesfoliacdo, catalisado por metal, método de litografia por feixe de elétrons,
etc. A partir do material precursor, estes métodos podem ser classificados em duas
categorias, denominadas top-down e bottom-up (Tian et al., 2018).

No procedimento top-down, materiais de carbono, como por exemplo,
nanotubos de carbono de paredes multiplas, 6xido de grafeno, grafeno, grafite, etc.
sdo empregados como precursores de carbono sdo subsequentemente esfoliados e
fatiados nos GQDs usando processos quimicos, térmicos ou fisicos. Enquanto que
0 método bottom-up consiste na fusdo de pequenas moléculas precursoras - como
1,3,6-trinitropireno, glicose, &cido citrico e outras - em estruturas maiores para criar
GQDs (Ghazali et al., 2023).
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Os GQDs podem ser funcionalizados com heteroatomos (N, S, P e B), onde
o grupo funcional é inserido na estrutura, permitindo alterar propriedades
mecanicas, de absorcdo, dépticas ou quimicas para um melhor desempenho. A
modificacdo das propriedades dos GQDs por meio de funcionalizacdo foi
investigada pela primeira vez por Zhao et al (2012) envolvendo o uso de nitrogénio
como maodificador quimico. Em 2015, o grupo de Qu et al. (2015) fabricaram
GQDs-TU utilizando tioureia e acido citrico, respectivamente, como modificador
quimico e precursor, através de uma rota sintética solvotérmica. A tioureia fornece
atomos de S e N, enquanto o acido citrico foi utilizado como fonte de carbono.

Apesar de na literatura ndo constarem relatos de GQDs aplicados na
identificacdo de putrescina, alguns trabalhos demonstraram aplicabilidade para
outras AB. Toloza et al (2017) investigaram dispersfes aquosas de pontos de
grafeno amino-funcionalizados - obtidos a partir de &cido citrico e glutationa - como
sondas fotoluminescentes para deteccdo e quantificacdo de histamina. Eles também
estudaram os efeitos da mediag&o por diversos ions metalicos para o aprimoramento
da sonda. O estudo revelou que a presenca de Fe®* aumentava significativamente a
capacidade de reconhecimento da superficie dos GQDs em até 10 vezes,
apresentando uma interacdo mais intensa na presenca de histamina. A resposta
linear desses GQDs ligados ao Fe** variou de 0,43 umol L (limite de detecgdo) a
32 umol L. A aplicagdo do método foi em amostras de atum apds extracio
catidnica em fase solida.

Ainda para histamina, Mahnashi et al. (2021) desenvolveram eletrodos
quimicamente modificados denominado MIP-Au@Fe-BDC/ N, S-GQDs. Essa
modificacdo se baseou em polimeros molecularmente impressos (MIP)
eletropolimerizado sobre a superficie de Fe-BDC (oriundo de FeClz e &cido
benzenodicarboxilico), AuNPs (nanoparticulas de ouro) e GQDs funcionalizados
com nitrogénio-enxofre (N,S-GQDs). Os N,S-GQDs foram obtidos pelo método
hidrotermal a partir de acido citrico e metionina. A faixa linear abrangeu de 0,078-
250 nmol L com um limite de deteccdo de 0,026 nmol L. O método foi testado
em atum enlatado e sangue humano.

Os N,S-GQDs também ja foram estudados para a detec¢do de octopamina.
Guo et al (2022) elaboraram um nanosensor luminescente composto por um MIP,

enxofre decorado com estrutura de imidazolato zeolitico-8 (ZIF-8) e N,S-GQDs.
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Na sintese foram utilizados acido citrico e tiouréia adicionados em N, N-
Dimetilformamida para aplicagéo da rota solvotermal. Como escolha de amostras
fermentadas foram selecionados vinho e vinagre branco. O limite de detecgéo foi

mensurado em 0,062 mg L~ relacdo linear favoravel na faixa de 0,1-10 mg L™1.

2.5 Flow injection analysis (FIA)

Os métodos de analise em fluxo compreendem todos 0os métodos analiticos
que séo baseados na introducdo e processamento de amostras em fluxos. Zagatto et
al (2002) classificam as técnicas analiticas baseadas em fluxo em quatro categorias:
segmentado por ar, fluxo continuo ndo segmentado, e analise por injecao
sequencial. A anélise por injecdo de fluxo, do inglés FIA (flow injection analysis),
foi desenvolvida em 1975 por Ruzicka e Hansen quebrando o paradigma
estabelecido pela analise de fluxo continuo segmentada por bolhas de ar de Skeggs
(Razicka; Hansen, 1980). Os primeiros sistemas FIA empregavam uma seringa
hipodérmica para a introducdo de amostra, dai derivando-se o termo "injecdao" no
nome (Reis, 1996).

A FIA é um método que envolve a inje¢do da amostra em um fluxo continuo
(ndo segmentado) de uma solucdo de transporte (carreadora) por meio de uma
valvula. O fluxo continuo de solucdo carreadora € mantido geralmente por uma
bomba peristaltica. Apds a introducdo da amostra, a zona da amostra € levada até
uma bobina de reacdo onde se obtém uma melhor mistura e reacdo entre
componentes da zona da amostra com reagentes na solugdo carreadora ou 0S
reagentes introduzidos simultaneamente com a amostra, a partir de uma outra
valvula de injecdo. A bobina de reacdo ajuda na mistura de componentes
(homogeneizagédo dos componentes de reagdo) que seguem em direcdo a um

detector compativel (Costa et al., 2017).

Um esquema simplificado aos sistemas analiticos FIA é mostrado na Figura
3 indicando alguns dos componentes comuns que sdo usados para as diversas
operacdes unitarias no processo analitico baseado em fluxo, ou seja, propulséo,

injecdo, reacdao/mistura/modificacdo, deteccdo e analise de dados. O conjunto de
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valvulas de bombas, tubos de fluxo e detector, organizados e encadeados de forma

adequada, origina o sistema FIA.

Amostra Bobina de
Reacao
Reagente g D
Vahwula de Detector
Bomba Injecao
Peristaltica

Figura 3: Esquema simplificado dos componentes presentes nos sistemas analiticos FIA

Os principios desta técnica se baseiam na dispersdo controlada de um
pequeno volume fixo da amostra liquida sendo injetado, formando uma zona, no
fluxo transportador através de um tubo ou condutor de diametro estreito. O analito
ou produto resultante de reacdo, com reagentes concomitantemente introduzidos ou
presentes na solucdo carreadora, é transportado para detector que registra
continuamente o sinal transitério (qualquer parametro fisico medido) para em
seguida ser descartado. Cada injecdo produz um unico pico cuja altura, area ou
largura é proporcional a concentracdo do analito (MacLaurin et al., 1995). Para
atender aos requisitos da analise, é possivel controlar e ajustar a dispersdao ou
diluicdo da zona de amostra, otimizando vérios fatores. Isso inclui o volume de
amostra injetado, a taxa de fluxo do transportador e das correntes de reagente, o
comprimento da bobina de reacdo e o diametro interno da tubulacdo (Arruda;
Collins, 2005).

Em comparacdo aos métodos de analise em batelada, anélise em fluxo
oferece  muitas vantagens como: economia, flexibilidade, simplicidade,
seletividade, reprodutibilidade, maior taxa de amostragem, tempo de inicializacao
e desligamento rapidos (Ghous, 1999). Devido a facilidade de associacdo com
varios tipos de detectores, o sistema FIA é amplamente aplicado em diversas
anélises como ambiental, farmacéutica, analises clinicas, dentre outras. Nas
pesquisas na area de qualidade alimentar, o FIA vem sendo empregada na deteccao
de aminas biogénicas em diversos tipos de amostras, alguns exemplos podem ser

vistos na Tabela 2.



Tabela 2: Utilizacdo de FIA para identificacdo de aminas biogénicas em amostra de alimentos

Amostra Amina Técnica Range LOD Referéncias
HIS,
OCT,
TRY,
SPD, . . X
Vinho SPM Espectrometria de i i (Mir-Cerda et al.,
TYR' Massas em Tandem 2022)
PUT,
CAD,
AGM
4,0x 108 até 4 x 10°® 3 4
Camarao PUT Espectrofotometria gmL? 1,76x10%gmL (Chen et al., 2016)
(Hernandez-Cassou;
Vinho HIS Uv-Vis - - Saurina, 2013)
Cerveja PUT Amperometria 0,01-0,25 pmol L 5 umol Lt (Bokaetal., 2012)
50-100,0ug mLt 22 HIML™ (CAD)
CAD, " (CAD e PUT)
-1
Frango PTUJRe Amperometria 1.1 pg mL= (PUT) (Telsnig et al., 2012)
25,0 -1000,0 pg mL- .
. (TYR)“Q 6,2 ug mL! (TYR)
Peixe HIS Eletroquimica e 2280 mg kgt 2 mg kgt (Akbarzlc-)?g)ergam,

imunoguimica
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(Del Campo et al.,
2006)

5a75umol Lt 5 umol Lt (Saby et al., 2004)

Histamina (HIS), Octopamina (OCT), Triptamina (TRY), Espermidina (SPD), Espermina (SPM), Tiramina (TYR), Putrescina (PUT), Cadaverina (CAD) e Agmatina (AGM).

Vinho e Cidra HIS Fluorimétrica Até20mg L™ 30pugL?

Peixes PUT Amperometria
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Materiais, Instrumentos e Procedimentos

3.1 Materiais e reagentes

As solucbes e dispersdes aquosas foram preparadas utilizando agua
ultrapura (resistividade minima de 18 MQ cm™) obtida de um purificador de agua
Milli-Q A10 Gradiente da Millipore (EUA). O &cido citrico e a uréia foram obtidos
na Merck (Brasil). A glutationa reduzida, histamina, putrescina, cadaverina e a
tioacetamida da Sigma-Aldrich (EUA). Tiouréia, cloreto de célcio, cloreto de
ferro(l11), cloreto de sodio e o hidréxido de sddio foram da Vetec (Brasil). O acido
cloridrico foi obtido da ISOFAR (Brasil) e o cloreto de amonio da Labsynth
(Brasil). O cloreto de potéassio foi da Carlo Elba (Brasil). O sulfato de magnésio da
Proquimicos (Brasil). O cloreto de bario foi obtido da Quimibras (Brasil). O sulfato
de quinina foi adquirido da Fluka (Alemanha). A membrana de dialise (tamanho do
poro 3.5 kDa) foi da marca Spectrum Laboratories Inc. (EUA). Solucbes tampéo de
pH 4,00, 7,00, e 9,00, da Dinamica (Brasil), foram usadas para calibrar o pHmetro.

3.2 Instrumentos

Um espectrémetro de fotoluminescéncia, modelo LS-55 da Perkin-Elmer
(Reino Unido), foi utilizado para obter os espectros de luminescéncia e para
medi¢oes de intensidade luminescente em estado estacionario (Aexc/Aem fiX0S).
Cubetas de quartzo foram usadas para acondicionar as solugGes/dispersdes para
medicao de luminescéncia. Quando foi necessario manter a temperatura da cubeta
constante durante a medicéo, utilizou-se um banho termostatico (PTP-1 de sistema
Peltier e PCB1500Water, Perkin-Elmer). Os espectros eletronicos de absor¢ao no
UV-Vis foram obtidos com um espectrofotometro, da Agilent (EUA), Cary Varian
100 Conc com duplo feixe. O analisador DLS SZ-100 Nanopartica (Horiba, Japéo),

equipado com um laser de 10 mW de 532 nm, foi usado para medicdo de
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espalhamento dinamico de luz e de potencial zeta. Na espectroscopia Raman foi
utilizado um espectrometro microRaman modelo Xplore da Horiba (Japan)
equipado com um detector de dispositivo de carga acoplada e um laser de estado
solido. As medicdes de teor de carbono foram feitas em um Analisador de Carbono
modelo TOC-VCPN (Shimadzu, Japédo). Para a analise de injecdo em fluxo foi
utilizado um sistema FIALab 2000 (FIAlab Instruments, EUA) acoplado ao
espectrofluorimetro  FluoroMax®-4 (Horiba, Japdo). Na preparagdo do
nanomaterial utilizou-se chapa de aquecimento modelo 509 da Fisatom (Brasil) e
uma chapa com agitacdo modelo 751 da Fisatom (Brasil). As medi¢des de massa
foram realizadas numa balanca analitica modelo msu da Cubis® (Alemanha),
calibrada pelo laboratério Peso Exato Automacdo (Rio de Janeiro). As medicGes de
pH foram realizadas em um pHmetro modelo 827 da Metrohm (Brasil). O eletrodo
utilizado foi do tipo de membrana de vidro, selado e conjugado com eletrodo de
referéncia de Ag|AgCI(KClsat).

3.3 Procedimentos

3.3.1 Preparo das dispersdes de GQDs

Os GQDs foram preparados utilizando a hidro-esfoliacdo dos precursores
organicos fundidos, que consistia em acido citrico e de um modificador quimico:
ureia (U), tiouréia (TU), tioacetamida (TA) ou glutationa (GSH), adaptando o
método de Liu et al. (2013). Para permitir uma comparacdo, 0s GQDs também
foram preparados utilizando apenas acido citrico. A metodologia de sintese dos

GQDs pode ser vista na Figura 4.
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Pesagem Fuso em 240°C Agitac&o por 20 min Diluicdo Leitura

Figura 4: Metodologia de sintese dos GQDs

A mistura solida com as massas de precursores foi aquecida em um copo
béquer, a cerca de 240 °C, até que o material fundido atingisse uma cor marrom
clara. Em seguida, a massa pirolisada foi despejada em um béquer contendo 100
mL de &gua ultrapura, em temperatura ambiente, formando uma mistura amarelo
palido rica nos chamados pontos quanticos de grafeno (essas misturas foram
chamadas de dispersbes originais), que ficaram sob agitacdo por 20 minutos. A
dispersdo obtida passou por uma diluicdo para se adequar aos parametros do

equipamento e de otimizagdo experimental.

Para 0 GQD-TU, apos se definir como a sonda de trabalho, a mistura sélida
com as massas de 0,5g de &cido citrico e 0,166¢g de tiouréia foi fundida e vertida
para um béquer contendo 50 mL de &gua ultrapura, conforme o procedimento ja
relatado anteriormente. Durante o estudo dos efeitos da purificacdo através da
diélise, a mistura foi dialisada durante 24 h utilizando uma membrana de dialise

(3,5 kDa) com uma troca de dgua apos 8 h de experimento.

3.3.2 Preparo de solugdes e dispersdes de trabalho

As dispersdes aquosas de GQDs-TU foram preparadas diluindo 2 mL da
dispersdo original de sintese com agua ultra pura em um baldo volumétrico de 100
mL. Solucdes estoque padrdo de 1000 mg L' das aminas biogénicas foram
preparadas dissolvendo quantidades apropriadas de putrescina, cadaverina e
histamina em &gua ultrapura. Os sais NH4Cl, BaCl2.2H,0, Na;HPO47H20,
MgS0O4.7H20, NaCl, CaCl.2H,0, KCI, FeCls.H,O foram utilizados como solug¢éo
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estoque para o estudo de interferentes dissolvendo quantidades apropriadas em dgua
ultrapura. As solugBes estoques continham 10 mg L™ de Ba?* e Fe** e 500 mg L*
de Na*, Mg?*, Ca** e PO4* que eram os fons de interesse.

3.3.3 Medic¢bes de fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia dos GQDs foi medida apds as dispersdes originais
terem sido diluidas em &gua ultrapura e transferidas para uma cubeta de quartzo
com caminho Optico de 1 cm e de quatro faces transparentes. Apds se obter 0s
espectros de excitacdo e de emissdo - com bandas espectrais passantes de 10 nm e
velocidade de varredura de 1200 nm min™ - o par de comprimentos de onda de
excitacdo e emissao maximos (lexc/Aem) fOram selecionados para realizar medigoes
de sinal no estado estacionario, conforme indicado na Tabela 3. As bandas

espectrais passantes foram de 10 nm (excitacdo e emissao).

Tabela 3: Comprimentos de onda de excitagéo e de emissdo utilizados para medir fotoluminescéncia
das diferentes dispersdes de pontos quanticos

Faixade Comprimento Faixade Comprimento

) emissao de onda excitacao de onda
Dispersao ) ) ) )
analisada emissao analisada excitacao
(nm) (nm) (nm) (nm)
GQDs 400-600 470 220-450 380
GQDs-U 365-600 439 200-400 349
GQDs-TU 365-600 432 250-400 345
GQDs-TA 365-600 433 200-420 332

GQDs-GSH 365-600 430 200-400 349
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A fotoluminescéncia medida a partir de dispersfes contendo putrescina ou
outras AB (L) foi normalizada pelos seus respectivos sinais em branco (Lo) a fim
de estabelecer uma relagéo crescente entre o sinal normalizado (L-Lo) e a

concentragdo de aminas. O Lo é o sinal obtido da disperséo na auséncia de AB.

3.3.4 Medi¢bes de absorcao no UV-vis

Os espectros de extingdo (no UV- vis) foram obtidos por espectrofotometria
de absorcao (ajustadas pela lei de Lambert-Beer) usando pequenas quantidades da
dispersdo original de GQDs-TU e de putrescina diluidas em agua. Estas foram
colocadas em cubetas com duas faces transparentes de quartzo, com caminho éptico
de 1 cm. A velocidade de varredura foi de 1000 nm min™ e a banda espectral
passante foi de 10 nm. A faixa de comprimento de onda varrido foi de 200 a 800

nm.

3.3.5 Rendimentos quantico de fotoluminescéncia

O rendimentos quantico de fotoluminescéncia (®) do GQDs-TU foi obtido
comparando a intensidade do espectro de fotoluminescéncia integrado com a
fluorescéncia de uma solucdo padrédo de referéncia (QY = 54%) de sulfato de
quinina (1,0 x 10 mol L), conforme metodologia de Melhuish (1961), preparado
em 4acido sulfarico (0,1 mol L). As medices foram realizadas usando excitagio
tanto de GQDs quanto de sulfato de quinino em 348 nm. A intensidade de
fotoluminescéncia integrada foi calculada medindo toda a area sob o espectro de
emissdo. A absorvancia/extingédo da solucdo/dispersao medida foi mantida em 0,10.

O QY foi entdo calculado conforme a Equacdo 1:

2
O, = Dgr (Grad" ) <&> (Equacéo 1)

2
Gradgr ngt
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Onde @, Grad e 1 representam respectivamente o rendimento quantico de
luminescéncia, a inclinagdo do grafico integrado de intensidade de
fotoluminescéncia versus absorvancia e o indice de refragdo do solvente usado para
preparar a dispersdo de pontos quéanticos e a solucdo padrdo. Os subindices X e ST
referem-se respectivamente aos GQDs e ao padrdo de referéncia. Neste
experimento, os GQDs diluidos foram dispersos em agua deionizada (ni=1,33) e a
solucéo diluida de sulfato de quinino foi dissolvida em 4cido sulfarico 0,1 mol L™
(ns=1,33).

3.3.6 Raman, DLS e Potencial Zeta

Para as andlises usando a técnica Ramam foram depositados 100 uL da
dispersdo de GQD-TU dialisada em um vidro e deixados secar ao ar durante 24
horas para permitir a evaporacdo da dgua. A espectroscopia Raman foi realizada
utilizando um microscépio Raman confocal (HORIBA Scientific). As medicGes
Raman foram obtidas utilizando uma fonte de laser de 532 nm, um monocromador

com uma grade de 600 linhas/mm e uma poténcia de radiacdo a laser de ImW.

As medigdes de espalhamento dindmico de luz — do inglés, Dynamics light
scattering (DLS) — foram realizadas para a obtencéo das distribuicfes de diametro
hidrodinamico e do potencial zeta de GQDs-TU. As anélises do potencial zeta
foram conduzidas em uma faixa de pH entre 2 e 12, sendo os ajustes de pH
realizados por meio de solucdes de &cido cloridrico 0,1 mol Lt e hidréxido de sodio
0,1 mol L. A determinacio do diametro hidrodinamico foi determinada usando
uma quantidade de 500 uL. de cada amostra contendo o material (GQDs-TU) foi
alocada em uma cubeta de poliestireno com quatro lados opticamente transparentes,
com um caminho optico de 1 cm, previamente lavada varias vezes com agua recém-
obtida do sistema Milli-Q®. A amostra foi diluida até atingir o volume de 2,0 mL,
e as cubetas foram cobertas para evitar contaminacao por poeira. As analises foram
realizadas utilizando o equipamento SZ-100 Nanoparticle, da Horiba, equipado

com um laser de 10 mW com comprimento de onda de 532 nm. Todas as medigdes
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foram realizadas em triplicata, com um tempo de exposi¢do de 120 s, a uma
temperatura de 25 °C e em angulos de 90 ou 173°. As funcdes de autocorrelagéo
obtidas foram ajustadas utilizando o software HORIBA NextGen Project SZ-100
para Windows, a fim de fornecer distribuicdes e valores médios do diametro

hidrodinamico das nanoparticulas.

3.3.7 Flow injection analysis (FIA)

O controle da bomba e da vélvula de injecdo foi executado através do
software FIALab para Windows 5.0, desenvolvido pela FIALab Instruments. Uma
célula de fluxo de quartzo de 80 uL (Hellma, Alemanha) com comprimento de
caminho 6ptico de 10 mm foi empregada para a deteccdo de fotoluminescéncia no
espectrofluorimetro FluoroMax®-4 que desempenhou o papel de detector. Os
parametros escolhidos para analise de fluxo sdo dados na Tabela 4:

Tabela 4: Pardmetros operacionais empregados no sistema FIA

Parametros Condicbes
Diametro interno da tubulagéo 0,8 mm
Comprimento da bobina de mistura 2m
Tempo de integracdo 0.2s
Comprimento de onda de excitagéo 350 nm
Comprimento de onda de emissao 450 nm

Para a condugdo do estudo em questdo, optou-se por empregar como
solucéo transportadora o branco analitico ou as solugdes de putrescina enquanto

que na alca de amostragem se colocou a dispersao de trabalho GQDs-TU (sonda).
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Isso foi feito para que os picos do fiagrama aparecessem na escola positiva do
fiagrama. Estudos realizados na ordem inversa ndo produziram sinal adequado. O
esquema dos componentes presentes na analise realizada por FIA nesse trabalho

pode ser visto na Figura 5:
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3 — Descarte 9 — Espectrofluorimetro FluoroMax®-4
4 — Bobina de reagao 10 - FlAlab software

5 — Célula de fluxo de quartzo 11 - Fiagrama

6 — Bomba Peristaltica

1 - Dispersdo aquosas de GQDs-TU 7 — FIA Lab-on-Valve manifold
2 —Solugdo com diferentes concentragdes de PUT 8 — Sample loop (volume de amostra)

Figura 5: Esquema dos componentes presentes na analise realizada por FIA nesse
trabalho
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Resultados e discussao

4.1 Avaliacao preliminar das dispersdes de pontos quanticos de
grafeno

A primeira etapa do trabalho foi explorar diferentes tipos de GQDs em
termos de interacdo com a putrescina, buscando aquele que produziria algum
disturbio na fotoluminescéncia que fosse Util do ponto de vista analitico. Para tal,
cinco dispersfes aquosas coloidais de GQDs, produzidas por fuséo e hidro-
esfoliacdo em &gua ultrapura, foram preparadas a partir do acido citrico como unico
precursor ou misturado com outros compostos contendo heteroatomos (N e/ou S)
visando funcionalizacdo da nanoestrutura, no caso a tiouréia (TU), a uréia (U), a
tioacetamida (TA) e a glutationa reduzida (GSH). A fotoluminescéncia foi medida
apos as dispersdes de trabalho originais de GQDs terem sido diluidas em agua
ultrapura a fim de se adequar a intensidade da fotoluminescéncia para a escala de
medicdo adequada, em funcédo da saturacéo do detector do equipamento. Diferentes
fatores de diluigdo foram usados para cada tipo de GQDs, pois a fotoluminescéncia
¢ afetada conforme a natureza do modificador quimico. Os parametros
experimentais de todas as dispersdes estdo descritos nas Tabela 5 em que as massas
foram escolhidas com base em trabalhos prévios do grupo de pesquisa quando se
avaliou a influéncia das massas relativas dos precursores &cido citrico e glutationa

na luminescéncia e estabilidade das dispersdes (Hertel, 2021).

Os espectros de fotoluminescéncia obtidos das dispersdes podem ser
observados na Figura 6. Todos os espectros de emissdo dos nanomateriais obtidos
com uso de algum modificador quimico foram deslocados para o azul quando
comparados aquele obtidos apenas com acido citrico (GQDs). Eles apresentaram
espectros de emissdo simétricos (com excessao dos GQDs-TA, que apresentou um
ombro mais deslocado para o vermelho) e com maximos Unicos que variaram de
430 nm (GQDs-GSH) a 452 nm (GQDs-TU) e seus deslocamentos de Stokes (Aem
- Xex) foram de 81 nm para GQDs-GSH, 94 nm para GQDs-U, 101 nm para GQDs-
TA e 101 nm para GQDs-TU, todos com valores proximos aos GQDs de referéncia
(90 nm).
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Tabela 5: Pardmetros experimentais de preparo das dispers6es de GQDs

) Fator d
Massa Massa Volume de 4gua ultra . a_ ONr ©
. ~ < . . diluicdo das
Dispersao Acido  modificador pura para hidro . ~
Citrico (g) quimico (g) esfoliacdo (mL) dispersoes
originais
GQDs - 10
GQDs-U 03 100
GQDs-TUu 1.0 03 100 50
GQDs-TA 03 100
GQDs-GSH 03 50000

Em seguida, com o objetivo de investigar a variacao de fotoluminescéncia
dos GQDs na presenca de putrescina foram empregadas concentracdes de 5, 15, 30,
50, 70 e 90 mg L* desse AB (concentracéo final de AB na sonda) cobrindo uma

faixa de concentracdo que serviria a construcdo de curvas analiticas.
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Figura 6: Espectros fotoluminescentes das sondas de GQDs e GQDs-modificados e seus
comprimentos de onda maximos de emissdo (Aem) e comprimentos de onda maximos de excitagao
(Aex), com filtro 10% de transmitancia: A) GQDs; B) GQDs-U; GQDs-TU; D) GQDs-TA,; E)
GQD-GSH
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Figura 7: Espectros fotoluminescentes das sondas de GQDs e GQDs-modificados com adigéo de
putrescina: A) GQDs; B) GQDs-U; C) GQDs-TU; D) GQDs-TA,; E) GQD-GSH, com filtro 10%
de transmitancia

Como pode ser observado na Figura 7, a dispersédo de GQD-TU foi a que
apresentou resposta mais sensivel e proporcional em funcdo da presenca de
putrescina. Para os outros GQDs houve pequena variacdo de supresséo de sinal ou
até mesmo variacdo aleatoria de sinal em funcdo da quantidade de putrescina.
Ademais, a sonda fotoluminescente GQD-TU é do tipo turn-on, ou seja, de
ativacdo, com aumento da fotoluminescéncia proporcional ao aumento da

concentracédo de putrescina. Provavelmente, funcionalizagdes advindas do uso da
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tioureia (no GQDs-TU) interagem com o par de elétrons ndo ligantes dos grupos
NH: da putrescina, favorecendo a transferéncia eletronica, aumentando a taxa de
recombinacdo excitébnica do nanomaterial (responsavel pela fotoluminescéncia
medida).

Em funcdo desses resultados, os estudos prosseguiram apenas com as
dispersdes de GQDs-TU.

4.2 Caracteristicas opticas do GQD-TU e da putrescina (no UV-Vis)

Os GQDs-TU apresentaram um amplo espectro de exting¢do, onde se pode
notar duas bandas (Figura 8), sendo um mais intenso entre 210 e 225 nm atribuido
a transi¢do n—n* de C = C e outro de menor intensidade em 320 e 340 nm para
transicdo n—n* de C = O, como relatado anteriormente para nanomateriais
baseados em pontos quanticos de grafeno dopados com N-S (JLASSI et al., 2021).
A putrescina ndo apresentou bandas de absor¢do na faixa espectral do UV-Visivel

por ndo ter grupos que absorvem nessa regiao.
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Figura 8: Espectro de extincéo da dispersdo original de GQDs-TU e da solucdo estoque de
putrescina
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Em termos de rendimento quantico fotoluminescente (QY), a diferenca para
os valores descritos previamente na literatura foi bastante significativa — foram
encontrados 3,3% de rendimento. Para 0 mesmo precursor e modificador quimico,
usando método hidrotérmico (com refluxo), QU et al (2013) e ANH et al (2017)
encontraram 71% e 41,9%, respectivamente de QY para as dispersdes obtidas. Os
pares de comprimentos de onda de excitagdo e emissdo maximos (Aexc/Aem)
utilizados por esses autores foram 350 nm/442 nm e 340 nm/450 nm,
respectivamente, com valores concordantes com esse estudo. Isso indica que o
método de producdo influencia o efeito doador/receptor de elétrons da
funcionalizagdo. Porém a preparacdo dos GQDs-TU por essa via hidrotérmica de

sintese demanda mais etapas, custos operacionais e tempo.

4.3 Estudo da influéncia das condi¢cdes experimentais de preparo nas

caracteristicas do GQD-TU

4.3.1 Influéncia da proporc¢édo de massas da misturade tiouréia e acido

citrico na sensibilidade da sonda

Com o objetivo de estabelecer a condicao para a quantificagdo de putrescina
com a sonda de GQD-TU, avaliou-se primeiramente a producdo das dispersdes
usando diferentes proporcdes entre as concentragfes de precursor e modificador
quimico em fusédo para 50 mL de agua ultrapura para a etapa de hidro-esfoliacdo. A
massa de &cido citrico foi fixada em 0,50 g e a propor¢do com a tioureia variou
conforme a Tabela 6 e usando o0 mesmo fator de diluicdo das dispersdes originais

para medicgdo de fotoluminescéncia (2:100 v/v em agua ultrapura).

Em termos de sinal relativo, a dispersdo de GQD-TU obtido com 0,50 g de
acido citrico e 0,50 g de tioureia foi a que produziu maior sinal fotoluminescente,
que foi aproximadamente 5 vezes maior que o observado para a dispersao obtida
com 0,50 g de &cido citrico e 0,25 g de tiouréia (a que produziu a segunda mais
intensa emissdao luminescente), como mostrado na Figura 9A. O aumento da massa

de tiouréia foi proporcional ao aumento da fotoluminescéncia medida visto que
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mais grupos N e S sdo disponibilizados durante o processo de producdo das

dispersdes.

Tabela 6: Proporgdes das massas de acido citrico e tiouréia para o preparo das dispersdes

Proporcéo Massas (g)
Acido Citrico Tiouréia
A 0,50
B 0,25
0,50
C 0,166
D 0,125

Observou-se também que ndo houve modificacdo significativa no maximo
de emissdo em funcao da alteracdo da proporcéo de precursores. Porém, intensidade
ndo € o fator mais importante, pois esta pode ser modulada em funcéo do fator de
diluigdo da dispersdo original na condigdo de sonda. O mais importante é como a
putrescina altera a luminescéncia dessas sondas (dispersdes de GQDs-TU).

Assim, testes foram realizados com adicdo de trés diferentes concentracdes
de putrescina (5, 50 e 90 mg L). Como se pode observar na Figura 9B, a dispersio
com maior quantidade de tiouréia produziu aumento brusco de sinal que saturou
nas duas maiores concentragdes. Para as outras trés dispersdes, houve um
comportamento muito similar com a dispersdo feita com 0,50 g de acido citrico e
0,166 g de tiouréia produzindo um aumento de sinal mais harménico como indicado
pelo melhor ajuste linear entre os trés pontos testados (Rz = 0,987). Com base nos
resultados, optou-se pela disperséo preparada com 0.166 g de tiouréia (proporcao

C) para a preparacdo da sonda analitica.
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Figura 9: A) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU sintetizada em diferentes propor¢es de massa
de precursor e modificador quimico, com uso de filtro com 1% de transmitancia. B) Curva
normalizada para GQDs-TU na presenca de concentragdes crescentes de putrescina para as
sinteses nas proporcdes de &cido citrico e tiouréia sendo respectivamente: A) 0,5 g/ 0,5 g; B) 0,5 g/
0,25¢9;C)0,5¢/0,166ge D) 0,59/0,125g

4.3.2 Influéncia da diluicédo da dispersé&o na sensibilidade da sonda

Apdbs se escolher a proporcdo de massa entre precursor e modificador
quimico em relacdo ao volume de &gua usada na hidro-esfoliagdo, se prosseguiu

com a avaliacdo da proporcéo de diluicdo da dispersdo de GQD-TU. A diluicéo



o1

determina o numero relativo de nanoparticulas na sonda o que implica no nivel de
sinal do branco da sonda e na relagdo analito-nanoparticula, lembrando que um

unico GQD pode ter mais de um sitio de interacao.

As proporcgoes v/v estudadas de diluicdo da dispersao dialisada foram 1:100;
2:100; 4:100 e 6:100 em agua ultrapura. As concentragdes de putrescina utilizadas

foram mantidas em 5, 50 e 90 mg L™ como no experimento citado anteriormente.
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Figura 10: A) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU em diferentes proporg¢des de diluicdo da
dispersdo, com uso de filtro com 10% de transmitancia. B) Curva normalizada para GQDs-TU na
presenca de concentracBes crescentes de putrescina para TU em diferentes proporcdes de dilui¢do
da dispersdo

Na Figura 10A se observa os sinais originais das sondas que aumentam
proporcionalmente na medida que o fator de diluicdo diminui sem ocorréncia de
saturacdo de sinal, nessa escala de diluicdo. Como a escala do instrumento satura
em 1000 unidades arbitrarias, em todos 0s casos existe espaco na escala para
crescimento de sinal por conta da interacdo com um analito que atua aumentando a
eficiéncia da recombinacdo do exciténico, como é o caso da putrescina. Ao se
adicionar concentragOes crescentes de putrescina (Figura 10B) se observou
aumento de fotoluminescéncia das sondas porém, com a dilui¢do 2:100 foi possivel
obter uma boa ativacdo da sonda de GQDs-TU, com incrementos de sinal mais
harménicos produzindo crescimento linear, como pode ser constatado pelo
coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,9944. Essa sonda foi ainda a que
apresentou melhor diferenciacdo entre as concentracdes de analito, principalmente

para maiores concentragdes de putrescina. No caso da sonda com menor fator de
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diluicdo observou-se saturacdo de sinal emitido enquanto que para as que tiveram
maiores fatores de diluicdo (4:100 e 6:100) as sensibilidades foram menores que a
da sonda 1:200 e também linearidade degradada por conta de um subito aumento

de sinal para a concentragéo de 90 mg L de AB.

4.3.3 Influéncia do método de purificacdo da dispersdao na
sensibilidade da sonda

Na producdo de GQDs, alguns trabalhos propdem a inclusdo de uma etapa
de didlise apds a etapa de preparacdo (LIU et al, 2021; ZHU et al, 2022). Esse
procedimento se mostra eficaz na remocdo de impurezas ou residuos de
precursores que podem se originar durante a producdo do nanomaterial, garantindo
assim que os GQDs estejam altamente purificados. Ademais, a dialise oferece a
vantagem de controlar o tamanho dos GQDs, tornando o material disperso mais
homogéneo. Ao escolher membranas de didlise com poros de tamanho apropriado,
torna-se possivel reter no interior da membrana os GQDs do tamanho desejado,
permitindo a separacdo de GQDs menores conforme as necessidades da aplicagéo,
ja que as propriedades fotofisicas podem variar de acordo com o tamanho do
nanomaterial. Para compreender como essa etapa de purificacdo afeta a
sensibilidade da sonda (GQDS-TU), se preparou uma curva analitica com a
dispersdo dialisada diluida em &gua ultrapura na proporcdo 2:100 e adicdo de
putrescina nas concentragdes de 5, 15, 30, 50, 70 e 90 mg L.

A partir dos dados organizados na Figura 11 é possivel concluir que a
purificacdo usando membrana de dialise reduz consideravelmente a intensidade
fotoluminescente da sonda visto que a quantidade de carbono também foi reduzida.
Ao se mensurar o teor de carbono total nas dispersdes originais e na disperséo
dialisada variou de 3,60 mg L™ para 0,59 mg L, respectivamente. A sonda com
dispersdo dialisada apresenta um crescimento intenso de sinal quando a
concentragéo de putrescina ¢ variada de 5 para 15 mg L™ porém o sinal para de

crescer para maiores concentracOes, talvez indicando que o conjunto de
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nanoparticulas ja interagiu com o maximo de moléculas de analito em seus sitios

de interacdo. Sendo assim, a etapa de purificacdo foi descartada.
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Figura 11: A) Resposta fotoluminescente da dispersdo da sonda GQDs-TU dialisado na presenca
de concentragdes crescentes de putrescina, com uso de filtro com 10% de transmitancia. (B) Curva
analitica normalizada para a fotoluminescéncia de GQDs-TU dialisados na presenca de putrescina:
y = (1,2) Cputrescina + (90,7) (R2 =0,650).

4.3.4 Influéncia do pH da dispersao na sensibilidade da sonda

No passo seguinte para o ajuste de condicdo de sonda foi realizado um
estudo para avaliar o perfil de fotoluminescéncia medida para as dispersdes de
GQDs-TU em fungdo do pH - na faixa de 2,0 a 12,0 - tentando encontrar uma
correlacdo com a carga superficial das nanoparticulas. Os valores finais de pH
foram ajustados pela adicdo de pequenas aliquotas de solugdes de HCI ou NaOH
(0,1 mol L. O pH da disperséo original de GQDs-TU diluida em agua foi 3,3,

sendo essa utilizada para representar o pH 3 do experimento.
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Figura 12: A) Perfis espectrais em diferentes valores de pH, com uso de filtro com 10% de
transmitancia e B) Influéncia do pH na intensidade da fotoluminescéncia da dispersdo GQDs-TU.

Observou-se que a medida que o pH da dispersdo aumentava, (conforme
evidenciado na Figura 12) a fotoluminescéncia também aumentava, acompanhada
por um ligeiro deslocamento espectral em direcéo a regido azul quando o pH do
meio transitava de condi¢do mais 4cida para uma condi¢cdo menos acida (em pH
acima de 4,0). Na faixa de pH de 2 a 3, apenas um leve incremento na
fotoluminescéncia medida foi encontrado. No entanto, na faixa entre pH 4 e 5, foi
notado um aumento significativo, aproximadamente 166% mais intenso em torno
de pH 5 em comparagdo com pH 3. A medida que o pH variava de 6 a
aproximadamente 9, notou-se um incremento modesto, seguida por um acentuado

aumento que se estabilizou ao atingir o pH 11.

Em seguida, se realizou a adigédo de putrescina, para mensurar os efeitos da
variagcdo de pH na resposta da sonda na presenca do analito: As concentracGes
utilizadas foram: 30, 50 e 90 mg L e o sinal foi medido como L-Lo, ou seja, a
variacao de sinal na presenca de putrescina em relacdo ao sinal original da sonda

no respectivo pH (Figura 13).
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Figura 13: Curva normalizada para GQDs-TU na presenca de concentragdes crescentes de
putrescina para TU em diferentes valores de pH de sonda.

Apesar do pH 4 ter apresentado uma intensidade de resposta melhor para a
concentracdo de 30 e 50 mg L? utilizada, 0 mesmo ndo se repetiu para a
concentragédo de 90 mg L1, encurtando a faixa de trabalho que se poderia usar. O
pH original da disperséo (pH 3,3), apresentou melhor harmonia na distribui¢éo dos
dados das concentracdes de putrescina testadas. Para as sondas na faixa de pH 5 a
8, houve crescimento de sinal proporcional a concentracdo de putrescina, mas com
significativa diminuicao de sensibilidade da sonda. J& para os valores de pH 9 e 10,
néo se observou proporcionalidade direta de aumento de sinal com o incremento da
guantidade de analito. Para as sondas nos valores de pH 11 e 12 houve um
desligamento da sonda a medida que se incrementava a concentracdo de PUT. Além
disso, ndo foi observada uma diferenca significativa na intensidade, mesmo com o
aumento da concentragao.

Para compreender esse comportamento, foram realizadas medigdes do
potencial zeta ao longo da mudanca de pH. Os resultados revelaram um incremento
na carga superficial, mostrando valores mais negativos a medida que o pH aumenta.
Este fendmeno esta associado a desprotonacdo dos grupos de acidos carboxilicos
presentes na superficie do GQDs-TU diminuindo o grau de agregacdo do

nanomaterial & medida que o pH aumenta. A agregacdo reduz o confinamento
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quéntico, impactando a fotoluminescéncia a0 comprometer a recombinagdo de
elétrons entre a banda de conducdo e a banda de valéncia, o que explica as
luminescéncias relativamente menores medidas em pH 3 e 5 do que nas observadas
nas faixas de 6 a 13. O aumento da carga superficial favorece a diminuicdo do
tamanho hidrodindmico do GQD-TU, devido a intensificacdo da repulsdo entre
particulas. Este comportamento, caracterizado pelo aumento da carga superficial
em direcdo a valores mais negativos, estd em concordancia com as descobertas
reportadas por Franco et.al (2023). Os valores do potencial zeta sdo apresentados

na Figura 14.

A putrescina (referéncia de pKa = 10,5 em agua pura) sendo uma amina
biogénica tende a se protonar em meio com valores de pH menores, ficando com
carga positiva, 0 que a torna apta a ser atraida eletrostaticamente pela nanoparticula
de carga levemente negativa. Essa interacdo permite transferéncia de carga que
produz o aumento de sinal da sonda. Na medida em que os valores de pH aumentam,
a putrescina perde a carga positiva e a interacdo com o nanomaterial, de carga cada

vez mais negativa, diminui.
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Figura 14: Variacéo do potencial zeta do GQD-TU em funcédo do pH (Faixa de 2 a 12).
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4.4 Estabilidade do sinal de fotoluminescéncia em fungéo do tempo

A intensidade de fotoluminescéncia da dispersdio de GQDs-TU,
previamente diluida na proporcéo de 2:100 em agua ultrapura, foi medida ao longo
de um periodo de 120 minutos, com o objetivo de avaliar sua estabilidade ao longo
do tempo, Figura 15A. Em seguida, se adicionou na mesma dispersao uma aliquota
de putrescina para a concentracdo final da putrescina na solugédo na cubeta ser de
50 mg L. Foram realizadas medices por mais 120 min com medicGes a cada 5

min, Figura 15B.
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Figura 15: A) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU mensurada ao longo de 120 minutos, com
uso de filtro com 10% de transmitancia. B) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU, ap6s a adicao
de 50 mg L"* de putrescina, mensurada ao longo de 120 minutos, com uso de filtro com 10% de
transmitancia
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A sonda apresenta razoavel estabilidade na intensidade de sinal medido apos
40 minutos. A variagdo entre a maior intensidade (minuto 0) e menor intensidade
(minutos 90 e 120) foi de aproximadamente 9%, porém, considerando os sinais
medidos em 40 min e 90 min, a variacdo foi bem menor (3,8 %). Para o sinal da
sonda apds adicdo de putrescina, a estabilidade ocorre apds 35 minutos, a partir de
quando o sinal oscilou aleatoriamente da ordem de 0,79 % (coeficiente de variagao).
A variacdo entre a maior intensidade (minuto 0) e menor intensidade (95 minutos)
foi de aproximadamente 14%. O tempo para a interacdo é um fator importante para
a estabilizacdo do sinal fotoluminescente. Os resultados indicam que a sonda deve
ser preparada previamente e misturada com a putrescina, deixando um tempo
adequado para a interacdo ocorrer antes de se efetuar as medi¢bes. Porém, o
resultado advindo da interagdo com a putrescina, com maior sinal nos primeiros
minutos da mistura, pode vir a ser vantajoso no caso do uso de método de anéalise
em fluxo, em que ndo se precisa necessariamente esperar o sistema estrar em
equilibrio (adquirindo estabilidade) para medicdo de sinal. Nesse caso é apenas
necessario que as medicdes sejam feitas sistematicamente no mesmo tempo, no

caso entre a injecdo de amostra e a deteccdo ao final do fluxo.

Ainda para tentar compreender a estabilidade do nanomaterial se procedeu
a um estudo de 21 dias medindo o sinal da sonda antes e depois da adi¢do de
putrescina. Também se analisou a estabilidade da solucdo estoque de putrescina se
utilizando de duas solugdes-sonda: uma preparada a partir de disperséo original
produzida no dia da medig&o e outra preparada com a dispersao original de GQDs-
TU obtida no inicio dos estudos dessa dissertacdo. As medicdes foram realizadas
apos 2 h do preparado das dispersdes-sonda (dilui¢do 2:100 v/v com agua).

Ao longo dos 21 dias de analise, a fotoluminescéncia da sonda GQD-TU
apresentou comportamento consistente estavel, apesar de ter sido observada uma
pequena flutuagéo na intensidade ao longo do tempo, com o0 menor valor registrado
no quinto dia (Figura 16A), que pode ser explicada como uma variagcdo do proprio
equipamento de medicdo. Com isso, € possivel apontar que o nanomaterial é

estavel, uma vez que os valores medidos no primeiro e no ultimo dia foram
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comparaveis. No entanto, durante o periodo de investigacdo, observou-se uma
diminuicdo na capacidade fotoluminescente da sonda para quantificagcdo de PUT,
sendo esta reducdo proporcional ao aumento da concentracdo da substancia. No
ponto mais alto da curva, correspondente a uma concentragio de 90 mg L™, a
variacdo na curva normalizada indicou uma reducao de aproximadamente 35% na
intensidade de fotoluminescéncia (Figura 16B e 16C). Esse padrdo de
comportamento foi consistente independentemente do momento em que a solucéao
estoque de putrescina foi preparada, sugerindo que isso ndo se deu por conta de
eventual degradacdo do AB. Esse comportamento pode ser explicado por uma
modificagdo gradativa do nanomaterial, possivelmente uma agregagdo ou uma

perda de funcionalidades ativas nas bordas no nanomaterial.
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Figura 16: A) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU mensurada ao longo de 21 dias, com uso de

filtro com 10% de transmitancia. B) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU, apds a adi¢do de
putrescina preparada no dia da medi¢do. C) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU, apos a adi¢do
de putrescina preparada no mesmo dia da sintese do GQDs-TU.
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4.5 Estudo do efeito da temperatura

Os processos fotoluminescentes sdo afetados pela temperatura pois o calor
adicionado ou retirado do sistema influencia as interacdes derivadas de coliséo e
troca de energia, e aquelas que ocorrem em funcdo de uma interacdo mais longa
entre uma espécie quimica e os sitios da nanoparticula. Para obter mais informacoes
sobre 0 mecanismo que atua na interacdo entre os GQDs-TU e a putrescina, se
conduziu um monitoramento da ativacdo da fotoluminescéncia em relacdo a
concentragdo crescente de PUT (de 30 a 90 mg L) em quatro diferentes

temperaturas, variando de 20 a 35°C (resultados na Figura 17).

15 20 25 30 35 40
Temperatura (°C)

20 30 40 50 60 70 80. 90

Concentragdo putrescina (mg.L")

Figura 17: A) Curva normalizada para o efeito da temperatura na fotoluminescéncia da sonda
GQDs-TU. B) Fotoluminescéncia da sonda GQD-TU na presenca de concentracdes crescentes de
PUT em diferentes temperaturas com uso de filtro com 10% de transmitancia.
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Os resultados apontaram para uma relagdo inversa entre a intensidade do
sinal da sonda e a temperatura, com uma diminuicdo de 20% na faixa de
temperatura, sem alteracdes significativas nos comprimentos de onda maximos do
espectro (Figura 17A). A ativacdo da sonda GQDs-TU na presenca da putrescina
mostrou-se mais eficaz a 20°C, especialmente a medida que a concentracao de
putrescina aumenta (Figura 17B) como pode ser observado pelo aumento da
sensibilidade das curvas analiticas na medida em que a temperatura € menor. Esse
comportamento sugere que existe a formacdo de uma interacdo de longo prazo
responsavel pela transferéncia eletrénica que aumenta a fotoluminescéncia. A
diminuicdo da fotoluminescéncia quando o calor do sistema aumenta é
provavelmente resultante da ruptura da interacdo entre GQDs-TU e putrescina ou
da dificuldade em se estabelecer tal interacdo por conta do aumento da conveccao
no sistema. Sem a interacao, ocorre a diminuicdo da disponibilidade do complexo
GQDs-TU e putrescina. Em estudo semelhante, Nemati et al (2018) analisaram os
efeitos da temperatura para compreenderem o mecanismo da sonda de ativacao
GQDs-TU e o pesticida etion — na presenca de mercirio — em amostras de

alimentos.

4.6 Caracterizacdo da sonda GQDs-TU

Os espectros Raman dos GQDs-TU sdo apresentados na Figura 18,

1

evidenciando as distintivas bandas D e G do grafeno localizadas a 1349 cm™ " e

1607 cm?, respectivamente. A presenca dessas marcantes caracteristicas Raman
(bandas D e G) fornece indicios consistentes da predominancia do carbono sp? nas
nanoestruturas grafiticas em analise. Estes resultados corroboram com as
observagdes previamente relatadas por Pedrozo-Penafiel et. al (2020). Ademais, o
deslocamento para energias menores da banda G indica que ocorre algum grau de

empilhamento das nanoestruturas.
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Figura 18: Espectro Raman da amostra de GQDs modificados com tiouréia

Os resultados da determinacdo do diametro hidrodindmico para os GQDs-
TU, em condi¢bes de sonda, apresentaram um tamanho medio de 10,5 nm, com
variacdo de 0,8 para ensaio com trés replicatas. Este tamanho encontra-se em
consonancia com os resultados previamente reportados por Franco et. al (2023). A
manutencdo desse tamanho é propiciada pela carga superficial dos materiais, que
atua como um impedimento a agregacdo, favorecendo, assim, o confinamento

quantico.

4.7 Caracteristicas analiticas com medi¢cdes em batelada
4.7.1. A resposta analitica de GQDs-TU na presenca de PUT

pos a definigdo das melhores condicBes para a quantificagdo de putrescina
com a sonda GQDs-TU, resumidas na Tabela 8, foram feitas curvas analiticas
utilizando as dispersdes de trabalho medindo a fotoluminescéncia da dispersao da

sonda antes e apds a adicdo e mistura de volumes crescentes de putrescina, como
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visto na série dos espectros da Figura 19A. O intervalo de concentracao de solucao
padrdo de putrescina foi de 5a90 mg L.

O gréfico normalizado mostra uma razoavel linearidade em fungdo da
concentracdo do analito ao longo da faixa de concentracdo testada com um
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9498, conforme visto na Figura 19B. A
equacdo da curva é dada por y = (1,5 £ 0,2) Cputrescina + (-8,3 = 5,2). O termo
Chputrescina € @ concentragdo do analito em mg L. Porém, o grafico de residuos, 19C,
aponta viés em diferentes pontos ao longo da curva ao invés de aleatoriedade,

indicado que o modelo de regresséo precisa ser ajustado para explicar a tendéncia

dos dados
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Figura 19: A) Espectro fotoluminescente mostrando as respostas analiticas da curva analitica para
PUT usando GQDs-TU como sonda fotoluminescente com concentracGes de solucbes padréo de
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(-8,3 +5,2). (R? = 0,9498); C) Grafico com a distribuicio de residuos
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Apesar disso, € importante apontar que a regressdo linear ndo deve ser
totalmente descartada. H& diversas estratégias que podem ser adotadas para
melhorar sua adequacédo aos dados para a interagdo da sonda GQDs-TU com a PUT.
Por exemplo, ajustes na faixa de trabalho ou na metodologia de normalizacdo do
sinal mensurado podem ser implementados para reduzir as distor¢ées. Além disso,
0s modelos ndo-lineares tendem a ser mais complexos e de interpretacdo menos
direta dos coeficientes, aumentando o tempo necessario para a analise e obtencao
de resultados conclusivos.

Os valores de limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)
foram calculados com base respectivamente em 3sp/m e 10s,/m com s, com base
em dez medicGes em branco. LOD e LOQ juntamente com os parametros da curva
analitica sdo apresentados na Tabela 7. O LOQ foi de 15,1 mg L e foi calculado
como uma concentracdo de putrescina capaz de aumentar a fotoluminescéncia da
sonda por um valor de sinal equivalente a 10s, (onde sy € 0 desvio-padrao do sinal
medido da disperséo original da sonda). O limite de detecc¢éo (LOD) foi de 4,5 mg

L considerando o critério de sinal equivalente a 3sp.
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Tabela 7: Pardmetros operacionais para a sonda GQDs-TU na batelada

Parametros Condicoes
Massa &cido citrico / tiouréia 0,50/0,1669g
Volume da dispersdo GQDs-TU
original/ Volume final da disperséo 2ml/100ml
da sonda
Faixa de trabalho 5-90mg L*
pH (original) 3,3-3,6
Purificacdo Nenhuma
Tempo minimo de repouso 2h
Temperatura Ambiente (~22°C)
R? 0,9498
LOQ 15,1 mg L*
LOD 45mg L*
Equacdo da Curva y = (1,5 £ 0,2) Cputrescina *+ (-8,3 £ 5,2)

4.7.2. Estudo de potenciais interferentes

A producdo de cerveja envolve componentes naturais como agua, cereais,
cevada e leveduras que representam as principais fontes endogenas de metais na
cerveja. Portanto, a composicdo mineral da cerveja reflete a composicdo dos
ingredientes e os processos envolvidos em sua producéo, variando de acordo com
a qualidade dos substratos, o tipo de cerveja e 0 pais de origem. Além disso, 0s
metais na cerveja podem originar-se de substancias adicionadas para controlar os
processos de fermentagdo, bem como de possiveis contaminagdes durante o
manuseio, armazenamento e transporte, incluindo equipamentos de cervejaria e

recipientes — como barris, tonéis e latas — utilizados (Pohl, 2008).

Alguns metais alcalinos e alcalino-terrosos que podem estar presentes em
amostras de cerveja brasileiras sio Na*, K*, Mg?*, Ca?* e Ba?*. Outros ions como
Cl,, POs* e Fe** também podem ser encontrados. As concentragdes desses ions

presentes na literatura séo exibidas na Tabela 8.
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Tabela 8: Concentracdo de ions presentes em cervejas brasileiras de acordo com a literatura

fons Faixa Linear (mg L) Referéncias
PO,* 37,4 -140,8

Fe3* <LOQ-1,6

cr 82,74 - 281,7 Gama et. al (2017);
Ca?* 9,8-112,0

Ba%* 0,005 -0,154 Pires et. al (2019)
Mg?* 24,0-79,0

K* 183,8 — 548,0

Na* 51,0-171,0

A partir disso, foi realizado um estudo para avaliar a influéncia desses ions
na fotoluminescéncia medida pela sonda e na sua interacdo com a putrescina. Foram
preparadas solugdes padréo estoque de Ba?* e Fe®* (10 mg L), de PO+, Na*, Mg?*,
Ca2" (500 mg L) e de K* (1.000 mg L) em &gua ultra pura. As aliquotas foram
adicionadas na dispersdo GQDs-TU e em dispersdes GQD-TU com concentracdo
de putrescina fixada em 50 mg L. Os dados de extingdo ou incremento da
fotoluminescéncia imposta por esses ions foram normalizados para 1 e podem ser
vistos na Figura 20 e na Figura 21.
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Para Ba’* e Ca?", a extingdo foi quantitativamente significativa apenas na
concentragdo maxima, respectivamente 0,01 mg L e 150 mg L (Figura 20A e
Figura 20C). Os ions Fe**, Na*, K*, e CI" produziram uma diminui¢do do sinal
original da sonda GQDs-TU em todas as concentra¢@es adicionadas (Figura 20B,
Figura 20E, Figura 20F e Figura 20G, respectivamente). O efeito maximo de
supressdo foi alcancado com cerca de 2, 200, 600 e 320 mg L™, respectivamente
para os ions citados. Nessas concentracdes, a supressio para Fe**, Na*, K*, e CI-
foi respectivamente 73,36%, 20,70%, 30,05% e 26,64% do sinal original da sonda
GQDs-TU. Outros ions como Mg?* e POs*> promoveram um acréscimo do sinal
original da sonda GQDs-TU. O efeito maximo de incremento ocorreu ja ha menor
concentracdo testada em ambos 0s casos e representaram um aumento de 5,40% e
248,19%, respectivamente (Figura 20D e Figura 20H).

Todos os ions, exceto PO4*, promoveram uma diminuicdo da inducdo de
sinal da sonda GQDs-TU apds a adi¢do de putrescina demonstrando a interferéncia
na interagdo dos GQDs-TU com essa AB. Os jons Ba?*, Ca** e Mg?* produziram
uma pequena diminui¢do do efeito da putrescina no sinal da sonda GQDs-TU em
todas as concentracfes com efeito maximo de diminui¢do de 5% (Figura 21A,
Figura 21C e Figura 21D, respectivamente). Ja Fe3*, Na*, K*, e Cl causaram
maiores diminuic6es do efeito da putrescina no sinal medido ap0s interacdo com a
sonda GQDs-TU com maior efeito maximo de desativacdo nas concentracdes
maiores, onde houve uma retracdo do sinal da sonda GQDs-TU de 88,38%, 9,24%,
17,47%, 26,64, 14,07%, respectivamente (Figura 21B, Figura 21E, Figura 21F e
Figura 21G, respectivamente) tomando como referéncia o sinal medido na presenca
de putrescina mas na auséncia dos interferentes. O PO4> promoveu um acréscimo
do sinal da sonda GQDs-TU na presenca de putrescina, com o incremento 0 maximo
correndo na menor concentragdo representando um aumento de 35,72% (Figura
21H).
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Figura 21: Efeitos produzidos na sonda GQDs-TU, com adi¢@o de 50 mg L-1 de PUT, na
presenca de ions que podem ser encontrados em cervejas: A) Ba2*: 0,001; 0,01 e 0,1
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Os resultados indicam que a putrescina deveria ser separada de ions
inorganicos presentes na amostra, caso estas estejam nas faixas de concentracgao que
impOem interferéncia. Uma das maneiras seria o ajuste de pH para neutralizar a
carga da AB (evitar a protonacdo dos grupos —NH3) e proceder uma extracdo ou
micro-extracdo liquido-liquido com solvente organico adequado. Ademais, 0 Uso
de um cartucho C18 em extracdo em fase sélida poderia ser uma opgdo caso a

bioamina esteja desprotonada.

4.7.3 Outros potenciais interferentes

Considerando que a matriz da amostra também pode apresentar outras AB, Figura
X, se estudou o comportamento da cadaverina (1,5 diaminopentano) e histamina (2-(3H-
imidazol-4-il)-etanamina) frente a sonda GQD-TU. A faixa de trabalho foi de 5 mg L™ até
90 mg L-1, para as duas aminas, seguindo as mesmas otimizacdes ja estabelecidas para

putrescina, apresentado na Figura 22.

Cadaverina

Q|

N NH,

Histamina

Figura 22: Estrutura molecular das aminas biogénicas cadaverina e histamina

O efeito observado no sinal da sonda na presenca das duas AB citadas foi
semelhante ao da putrescina na mesma faixa de trabalho. No caso da cadaverina,
isso pode ser explicado pela similaridade molecular (com apenas uma diferenca de
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carbono na cadeia). No caso da histamina, existe um anel imidazol na extremidade
da cadeia carbdnica linear e apenas um grupamento terminal —NH (ao contréario de
dois grupos terminais —NH> na cadaverina e putrescina). Sendo assim, se buscou
conhecer como a interacdo dessas aminas impactam na intensidade do sinal da
sonda. Para tal, foi fixada a concentracdo de 20 mg L™ de cada uma dessas aminas.
A mistura com as trés aminas apresentou um incremento na resposta da sonda
superestimando a intensidade para tal concentracdo de putrescina, como aponta a
Figura 23.

A combinacéo de putrescina e cadaverina revela uma intensidade superior
aquela de putrescina e histamina, que, por sua vez, € menos marcante que a
combinacdo de cadaverina e histamina. No entanto, a mistura das trés aminas
demonstra uma intensidade ainda mais acentuada do que a soma das intensidades
individuais ou mesmo quando apenas duas aminas estdo presentes na mistura. O

resultado é ilustrado no grafico de barras na Figura 24.

Devido ao aumento do sinal da putrescina devido a presenca de outras
aminas, como histamina e cadaverina, seria necessario implementar um
procedimento de eliminacdo de interferentes. Em funcdo dessas interferéncias
impostas por outros AB, um procedimento de separagdo seria necessario para isolar
a putrescina. Tal procedimento teria um grau de dificuldade maior em relacdo aos
interferentes inorganicos por conta da natureza molecular muito similar de varias

AB em relacdo a putrescina.
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Figura 23: A) Resposta fotoluminescente da dispersdo da sonda GQDs-TU na presenca
de concentragfes crescentes de CAD, com uso filtro de 10% de transmitancia; (B) Curva
analitica normalizada para a fotoluminescéncia de GQDs-TU na presen¢a de CAD: y =
(6,5) Ccadaverina + (-74,8) (R?2 = 0,990); C) Resposta fotoluminescente da dispersao da
sonda GQDs-TU na presenca de concentragdes crescentes de HIS, com uso filtro de
10% de transmitancia e (D) Curva analitica normalizada para a fotoluminescéncia de
GQDs-TU na presenga de HIS: y = 4,8 Chistamina *+ (-62,2) (R? = 0,960).
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Figura 24: Efeitos produzidos na sonda GQDs-TU, com adi¢édo de 20 mg L de PUT,
CAD e HIS.
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4.8 Adaptacado do método em regime de analise de injecdo em fluxo

4.8.1. Otimizacdo dos parametros na andlise de injecdo de fluxo

Apbs as condicdes de preparo e sensibilidade da sonda terem sido
estabelecidas, no regime batelada, o0 método foi adaptado para analise de injecdo
em fluxo. Para essa abordagem, a solucdo de putrescina era a solugédo carreadora
enquanto os GQDs eram introduzidos a partir da alga de amostragem. Tal
abordagem foi utilizada para que o sinal do carreador fosse nulo. Inicialmente, trés
diferentes dilui¢bes das dispersdes originais de GQDs-TU, com fatores de diluicdo
de 20, 40 e 100 vezes, foram utilizadas para preparar as curvas de calibracdo. A
fotoluminescéncia da sonda GQD-TU foi medida em agua, funcionando como o
fluxo carreador de referéncia, chamado de "branco”. Em seguida, a agua foi
substituida por solucdes padrao de putrescina, com concentrac@es variando de 5 a
100 mg L. Para cada concentragio do analito, permitiu-se que o carreador fluisse
por cerca de 1 minuto para assegurar uma lavagem adequada da solucdo padréo
anterior, antes da introducéo da sonda. Nessa etapa, foi utilizada uma vazao de 40%
da velocidade méaxima da bomba. A banda espectral passante foi fixada em 3 nm.
Os resultados desse experimento, que incluiu quatro réplicas de adicdo da sonda
para cada concentracdo do analito, estdo representados na Figura 25, com sinal
maximo normalizado para 1,0.

A diluicdo com fator de 40 vezes foi a que apresentou melhor sensibilidade
e a faixa de trabalho se estabeleceu entre 5 até 50 mg L. Posteriormente, para
otimizar as condi¢Ges de deteccdo, procedeu-se a minuciosa otimizacdo dos
parametros operacionais, englobando o quociente de vazdo da bomba, o volume de
introducdo da amostra e a largura da banda espectral passante.

Como a sonda é de ativacao, ou seja, 0 aumento da intensidade do sinal com
0 aumento da concentracao do analito, se buscou compreender os efeitos da banda
espectral passante do instrumento usado como detector. Com o aumento da banda
passante para 5 nm, a intensidade da fotoluminescéncia atinge o valor de saturacdo

do detector do equipamento. Ja com a diminuicdo da passagem do perfil espectral
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para 2 nm, obteve-se uma distribuicdo dos dados melhor com melhor
reprodutibilidade do sinal e a resolu¢do adequada dos perfis de tempo de pico da
sonda.

Também foram analisados o volume de amostragem (aliquota de GQDs-
TU) e o quociente de vazao da solucédo carreadora. Para se estabelecer o volume de
injecdo, foram testadas trés alcas que forneciam volumes de solugéo introduzidas
de 25, 110 e 325 pL. As injecBes de 25 e 110 pL produziram picos mais nitidos,
porém com menor intensidade, o que afetou a sensibilidade da determinacdo néao
permitindo detecgdo de concentragGes maiores que 15 mg L. O uso de 325 pL ja
possibilita boa resposta analitica e permaneceu como a escolha ideal, apesar dos
picos ndo serem os mais bem definidos. O quociente de vazao foi estudado a fim
de obter a taxa de amostragem maxima possivel para injecdo em intervalos
estabelecidos. A velocidade maxima da bomba foi ajustada de 40 até 70% e as
injecOes sequenciais feitos a cada 35 s. A taxa de fluxo que apresentou melhor
resolugdo do perfil de tempo de pico apresentou uma vazdo de 2,5 mL min?, ou
seja, 40% da velocidade da bomba. Em taxas de fluxo mais altas o perfil de pico
ndo atingiu a linha de base antes da préxima injecdo havendo sobreposicdo das
amostragens. Em resumo, as condicdes avaliadas e otimizadas podem ser vistas na
Tabela 9:
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Figura 25: Fiagramas mostrando as respostas analiticas da curva analitica para
putrescina usando GQDs-TU como sonda fotoluminescente com concentragfes
crescentes do analito nas dilui¢des: A) 100; B) 40 e C) 20 vezes
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Tabela 9: Pardmetros operacionais otimizados empregados no sistema FIA

Parametros Condicdes
Solucdo carreadora PUT
Solucdo injetora GQDs-TU
Diluicdo GQDs-TU 5:200
Faixa de trabalho 5até 50 mg L*
Tempo entre injecOes 35s
Volume de amostra 325 uL
Banda espectral passante 2Nnm
Quociente de vazéo 40%

4.8.2 Parametros analiticos de mérito no FIA.

Apbds o0s parametros serem ajustados, conforme as condigdes
apresentadas na Tabela 9, foi estabelecida a curva analitica resultando no fiagrama
e na curva analitica normalizada mostrados na Figura 26A e 26B respectivamente.
Em termos de linearidade, o FIA apresenta valores mais ajustados ao modelo, em
comparacao a batelada, explicando de modo simplificado a tendéncia dos dados em
funcdo da concentracdo do analito ao longo da faixa de concentracdo testada, visto
que o gréfico de residuos, Figura 26C, ndo apresenta viés nos erros e o coeficiente
de determinagdo (R?) encontrado foi de 0,9980. A equagio da curva entrado foi y =
(444,1 = 12,2) Cputrescina *+ (-1682,2 + 426,6)

Tabela 10: Parametros de mérito para a sonda GQDs-TU no FIA

Parametros Condicoes
R? 0,9980
LOD 30mgL?
LOQ 99mgL?

y = (444,1 £ 12,2) Cputrescina + (-1682,2 +
Equacédo da Curva 426.6)
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Figura 26: A) Fiagrama mostrando as respostas analiticas da curva analitica para PUT
usando GQDs-TU como sonda fotoluminescente com concentragdes de solu¢des padrao
de PUT em a) 0; b) 5; c) 15; e) 25; e) 50 mg L; (B) Curva analitica normalizada para a
fotoluminescéncia de GQDs-TU na presenca de PUT usando FIA: y = (444,1 + 12,2)
Chputrescina + (-1682,2 + 426,6) (R? = 0,9980); C) Grafico com a distribuicéo de residuos

Os valores de LOD e LOQ foram calculados com base respectivamente em
3sp/m e 10sp/m com s, com base em dez medi¢Ges em branco. LOD e LOQ
juntamente com os parametros de mérito da curva analitica sdo apresentados na
Tabela 10.
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Conclusao

Este trabalho teve por finalidade a obtengéo de pontos quanticos de grafeno,
sintetizados pelo método fusdo seguido de hidroesfoliacdo tendo como precursor o
acido citrico e ainda misturado com outros compostos contendo heterodtomos (N
e/ou S) para a obtencdo de nanoestrutura funcionalizada. Para tal estudo, foi
proposto 0 uso dos GQDs como sonda fotoluminescente para a deteccdo e
quantificacdo de putrescina.

No primeiro momento foi realizada uma andlise da espectroscopia de
fluorescéncia com as diferentes dispersdes de GQDs e observou-se que apenas a
dispersdo produzida com a tiouréia sendo um modificador quimico apresentou
resposta satisfatoria como uma sonda do tipo turn-on. Sendo assim, foi estudada as
condicdes de preparo dos GQDs-TU para ajustar 0s parametros experimentais e se
obter a melhor reposta analitica. Em seguida, buscou-se compreender o
comportamento da sonda para possiveis interferentes, incluindo outras aminas
biogénicas, na amostra de interesse, que nesse caso € a cerveja devido a putrescina

nessa bebida ter origem tanto da matéria-prima quanto da acdo bacteriana.

A interacdo da sonda GQDs-TU com putrescina se mostrou dependente do
pH e da temperatura, indicando que grupos quimicos presentes na superficie e nas
bordas do nanomaterial comprometem a recombinacéo de elétrons entre a banda de
conducdo e a banda de valéncia. Além disso, por mais que a sonda tenha se
mostrado estavel sua capacidade para detectar putrescina foi decaindo ao longo dos
dias, ou seja, o tempo de sintese também se mostrou um fator primordial para

execucéo do estudo.

Por fim, para minimizar os problemas de estabilidade, a técnica foi adaptada
para analise de injecdo em fluxo (FIA) automatizando o método para se obter mais
controle termos de reprodutibilidade da interagdo com o analito, disperséo da zona
amostral do tempo de medicédo injecdo apos a injecdo do analito no sistema até a

passagem pelo sistema de detecgédo e resolucdo em resposta durante um ensaio.
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Apesar do FIA apresentar limitagdes, como menor faixa de trabalho, o método

apresentou dados mais ajustados ao modelo linear em comparacdo com a batelada.

Os pontos quéanticos de grafeno sdo nanomateriais promissores para
deteccdo e quantificagéo de aminas biogénicas. A sonda GQDs-TU, que apresentou
bons resultados na fotoluminescéncia, foi sintetizada por uma via pratica, rapida e
facil de sintetizar. Os resultados obtidos ainda carecem de uma aplicacdo na amostra
real contendo putrescina, porém, vale ressaltar que o uso de GQDs para aminas
biogénicas ainda é pouco explorado na literatura este trabalho apresentou o
comportamento de uma sonda GQDS-TU do tipo turn-on tanto para batelada como
para a FIA.

Apesar da cerveja ndo apresentar uma matriz tdo complexa em comparacao
com outros produtos alimenticios, como por exemplo peixe, a separagdo e
quantificacdo de PUT precisa ser aprimorado visto que se encontra em baixa
concentracdo e ainda outras aminas biogénicas também estdo presentes. O método
de extracdo também precisa eliminar possiveis impurezas que possam interagir com
a sonda GQDs-TU que se mostrou sensivel para alguns elementos, como 0s ions

Inorganicos.



6
Trabalhos futuros

Pontos importantes podem ser apontados para complementar este trabalho.
Existe a pretensdo de aplicar o material preparado em amostras de cerveja artesanal
adquiridas do comércio local, ap6s um estudo de eliminacdo de interferentes usando
extracdo em fase sdlida. A complexidade da separacdo e quantificacdo dessas
aminas se revelou desafiadora, devido a sua natureza polar, a baixa concentracao,
matrizes complexas e a auséncia de marcadores distintivos em relacdo a outras
aminas biogénicas comumente encontradas em alimentos. Além desses desafios, a
interacdo da sonda GQDs-TU com coextrativos e compostos interferentes
adicionou uma camada de complexidade adicional ao processo analitico,
dificultando ainda mais a obtencéo de resultados confidveis. Assim, a busca por um
método de extracdo eficaz e preciso para a deteccdo de PUT em amostras como
cervejas permanece como uma area de pesquisa crucial, exigindo abordagens
inovadoras e estratégias analiticas mais refinadas. A validacdo de quantificacdo da
abordagem proposta se espera ser realizada usando a técnica tradicional de HPLC

para comparagao.

Em termos da produgdo de nanomateriais, um estudo sistematico sobre a
preparacdo dos GQDs-TU variando parametros de sintese como temperatura de
fusdo, ponto final de queima do material, solvente de hidroesfoliacdo, tempo de
agitacdo, dentre outros. Também pode-se explorar outras funcionalizagbes com
modificadores quimicos para desenvolver sondas que sejam sensiveis e seletivas
para outras aminas biogénicas. A partir disso, poderéo ser realizadas mais analises
de caracterizacdo para compreender os efeitos da variacdo dos parametros de sintese
e das diferentes funcionalizagdes produzidas nas dispersfes ao usar diferentes

substancias quimicas como materiais de partida.
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