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RESUMO

A fibroina da seda extraida dos casulos do bicho-da-séda é um co-polimero particularmente
atraente para aplicagdes em dispositivos fotonicos e opticoeletronicos devido a sua
transparéncia éptica, biocompatibilidade e propriedades mecanicas. Esta tese apresenta a
obtencdo de suspensdes e filmes iridescentes-luminescentes de fibroina contendo
nanoparticulas luminescentes de carbono (“carbon dots™) obtidos a partir de carvao vegetal.
As nanoparticulas luminescentes de carbono apresentam biocompatibilidade, baixa
toxicidade, propriedades de fotoluminescéncia interessantes e possibilidade de modificacdo da
superficie. Redes de difracdo foram produzidas nestes filmes utilizando como molde um DVD
comercial. Os materiais obtidos foram caracterizados por um conjunto de técnicas de analise:
Microscopia de Forga Atomica (AFM), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), Espectroscopia de absorcdo na regido do UV-
Vis, Espectrofotometria de absorgédo molecular na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e Luminescéncia. Medidas de luminescéncia mostram que os carbon dots
emitem multiplas cores entre toda a regido do visivel. Planos cristalinos foram observados nas
imagens de MET das nanoparticulas, no qual foram asssociadas a estrutura do grafite. Pela
anélise de UV-Vis dos carbon dots observou-se que a absorcéo Optica decai gradualmente a
medida em que ocorre deslocamento para o vermelho e para os filmes de fibroina observou-se
um ombro referente a transicdo eletrénica da tirosina (aminoacido de sua composi¢do). A
partir dos espectros de FTIR observou-se que ndao houve mudanca na estrutura da fibroina
apos a adicdo dos carbon dots. As imagens de AFM e MEV comprovam a presenca dos
micropadrdes periddicos na superficie dos filmes. Os resultados mostraram que os filmes de
fibroina contendo carbono dots tem um grande potencial para a biomedicina, principalmente
devido os seus parametros de luminescéncia se extenderem em toda a regido do visivel e por
apresentar uma matriz sustentavel, com excelentes propriedades Opticas e mecanicas.

Palavras-chave: Fibroina da seda. Carbon dots



ABSTRACT

Silk fibroin extracted from silkworm cocoons is a particularly attractive copolymer for
applications in photonics and optoelectronics devices due its optical transparency,
biocompatibility and high mechanical strength. This thesis presents the preparation of
suspensions and iridescent-luminescent films of silk fibroin containing luminescent carbon
nanoparticles (carbon dots) obtained from vegetal coal. Luminescent carbon nanoparticles
present high biocompatibility, low toxicity, interesting photoluminescence properties and
possibility of surface modification. Diffraction gratings were produced in these films using a
commercial DVD as a template. The materials obtained were characterized by a set of
analysis techniques: Atomic-Force Microscopy (AFM), Scanning Electron Microscopy
(SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM), UV-Visible Spectroscopy, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), and Luminescence. Luminescence measurements
show that carbon dots emit light at the entire visible region. Crystalline planes were observed
in the TEM images of the nanoparticles, where upon the graphite structure was associated. By
analyzing the UV-Vis spectra of the carbon dots it was observed that the optical absorption
gradually decreases as the red shift occurs. In the UV-Vis spectra of the silk fibroin films it
was observed a shoulder referring to the electronic transition of the tyrosine (amino acid of its
composition). From the FTIR spectra it was observed that there was no change in the silk
fibroin structure after addition of the carbon dots. The AFM and SEM images confirm the
presence of the periodic micro-patterns on the surface of the films. The results showed that
the silk fibroin films containing carbon dots have a great potential for biomedicine, mainly
due to its luminescence parameters extending throughout the visible region and due to a
sustainable platform with excellent optical and mechanical properties.

Keywords: silk fibroin, carbon dots
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1 APRESENTACAO

O estudo e a manipulacéo de dispositivos miniaturizados na forma de filmes finos tem
se tornado cada vez mais crescente, especialmente por causa da demanda industrial em
aplicacdes como Optica, eletrdnica, mecanica, entre outras. Durante as Ultimas decadas, as
pesquisas voltadas para fendmenos fotoinduzidos em materiais depositados em um molde, e
que apresentam finas camadas, permitiram que estes fossem utilizados como guias de onda,
peliculas absorvedoras, filtros de interferéncia, 6culos de sol, etc. Estes filmes também
emitem em diferentes comprimentos de onda e s&o sensiveis a luz como aqueles utilizados em
CDs e DVDs.'?

Em sua maioria, 0s materiais precursores para os filmes finos utilizados atualmente
nestes dispositivos opticos sdo baseados em vidros, semicondutores e polimero. Entretanto, a
sua aplicacé@o pode ser limitada dependendo de fatores como a auséncia de biocompatibilidade
e a falta de degradabilidade, que poderiam causar contamina¢Ges ap0s 0 Seu USO N0 meio
ambiente, além da utilizacdo, em alguns casos, de solventes organicos e elevadas temperaturas
no processamento destes materiais>. Portanto é desejavel utilizar um método de obtencéo

simples, de baixo custo e sutentavel.

Neste sentido os estudos tém sido direcionados com novas abordagens a fim de
superar essas restricbes, mantendo as caracteristicas originais do material. O uso de
biopolimeros provindos de fontes renovaveis, como material dos filmes, podem proporcionar
processamento optico sofisticado, uma maior sensibilidade e transducdo em matéria viva, e

trazem uma maior contribuicdo para futuras tecnologias.*>

A fibroina, um biopolimero particularmente interessante possui uma caracteristica
Unica, um processo espontaneo de auto montagem (self-assembly), que se baseia na deposicao
da solugdo de fibroina em fase aquosa sobre a superficie de um molde adequado. A medida

gue a dgua evapora, as proteinas se auto montam e é formada uma réplica de alta resolugéto.6

Muitos dispositivos bio-Opticos interessantes podem ser desenvolvidos pela
incorporagdo de um biopolimero e materiais fluorescentes. No caso deste trabalho, o interesse
foi o desenvolvimento de filmes utilizando a fibroina, uma matriz capaz de incorporar
diferentes componentes como os carbon dots e que possui a capacidade de copiar a superficie
de um substrato adequado. Grades de difracdo foram gravadas na superficie dos filmes no
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qual foram originadas por um DVD comercial. Os filmes obtidos apresentaram iridescéncia

dependentes do angulo devido a difragdo de Bragg da luz visivel.

Os materiais obtidos foram caracterizados por um conjunto de técnicas de analise:
Microscopia de Forca Atdmica (AFM), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), Espectroscopia de absor¢édo na regido do UV-
Vis, Espectrofotometria de absorgédo molecular na regido do infravermelho com transformada

de Fourier (FTIR) e Luminescéncia.
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2 INTRODUCAO

2.1 Carbon dots

Uma das atividades mais importantes relacionadas a nanotecnologia envolve a
preparacdo de nanoparticulas luminescentes. Diferentes aplicacbes podem ser consideradas
que vdo desde a fotbnica em materiais ativos opticamente até a medicina com a utilizaco
destas nanoparticulas como marcadores luminescentes para diagndstico e imageamento. Em
geral as nanoparticulas luminescentes envolvem cétions metalicos como o0s metais de

transicao ou lantanideos ou mesmo metais nobres como ouro e prata.’

As nanoparticulas de carbono (“carbon dots” ou “C-dots” na literatura de lingua
inglesa) surgiram como alternativas “verdes” na busca de materiais com menores
consequéncias danosas ao ambiente, no qual apresentam uma dimensdo inferior a 10 nm.
Primeiramente, os C-dots foram obtidos em 2004 através da purificacdo de nanotubos de
carbono por eletroforese.® A sua estrutura consiste em carbono com hibridizacéo sp?/ sp® e

grupos incorporados a sua superficie como, oxigénio/nitrogénio ou agregacdes poliméricas.®

Comparado com materiais semicondutores, os quantum dots, eles tém atraido a
atencdo devido as suas excelentes propriedades, tais como baixo custo, inércia quimica, alta
biocompatibilidade, baixa toxicidade, possibilidades mdltiplas de funcionalizacio.’*™" e,

principalmente, propriedades luminescentes bastante interessantes.
2.1.1 Meétodos de sintese

Ate o presente, os trabalhos na literatura sobre os carbon dots estdo voltados para a
metodologia de sintese. Dentre eles, é de interesse que tais abordagens sejam simples, de larga

escala, baixo custo e que tenha controle do tamanho das nanoparticulas.

Alguns métodos de preparacdo podem ser encontrados na literatura. Os jargdes da

nanotecnologia métodos “top-down” ou “bottom-up” sdo utilizados. Nos chamados métodos

12-13

“top-down”, ablagdo a laser'>*®, oxidagdo eletroquimica'®, combustdo confinada®® e oxidacao

16-18

quimica com &cido nitrico sdo encontrados. Nos métodos “bottom-up” considera-se a

carbonizagdo de precursores com glicose, sacarose, glicol, glicerol, acidos organicos, etc'®?,
Subsequentes operagdes de oxidagdo da superficie e sua passivacdo sdo necessarias para que a

luminescéncia seja observada e sua superficie seja hidrofilica.
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O método de preparagdo “top-down” consiste na esfoliagdo ou clivagem a partir de
diferentes fontes de carbono. No presente trabalho, o tratamento por intermédio da oxidagéo
do acido nitrico foi utilizado para a sintese. A vantagem deste procedimento é por ser uma
abordagem simples e uma producdo em larga escala. As trés principais fontes de carbono
ativadas exploradas sdo: o carvéo, a madeira e o céco. Os carbon dots podem ser alcancados a
partir das estruturas amorfas de carbono ativado em contato com o presente reagente oxidante.
Os produtos finais podem apresentar uma distribuicdo de tamanhos de nanoparticulas

pequena, forte fluorescéncia, como também a presenca de grupamentos na sua superficie.?

Dong e colaboradores®® reportaram uma estratégia para preparacdo de carbon dots a
partir de seis amostras diferentes de carvdo mineral sob oxidacdo quimica com acido nitrico, e
subsequentemente centrifugacdo para a separacdo dos tamanhos das nanoparticulas. Os
produtos finais denominados de Coal A e Coal B exibiram distribuicdo de tamanhos com
aproximadamente 10 nm e comprimento de onda de excitacdo dependente da fluorescéncia.
Além disso, Coal B apresentou alguns outros materiais a base de carbono, como por exemplo,
aglomerados de grafene quantum dots, 6xido de grafeno, carbon quantum dots, entre outros.
Esta foi a metodologia no qual nos baseamos para a realizacdo da sintese dos carbon dots,
substituindo o carvdo mineral pelo carvao vegetal como fonte de carbono. O carvao vegetal

utilizado possui baixissimo custo e foi fornecido por carvoarias nacionais.

O método “bottom-up” ¢ baseado na conversdo de precursores organicos adequados
para a sintese de carbon dots via tratamento solvotérmico ou pir6lise sob uma atmosfera
inerte. Ambas as metodologias sdo aperfeicoadas, utilizando diferentes métodos de
purificacdo como a centrifugacdo, didlise, filtracdo e eletroforese. Comparando-se as duas
abordagens, o segundo método apresenta vantagens desde que tenha-se realizado uma
seletividade das condigdes de carbonizacdo e do precursor organico, em ajustar as
propriedades fisicas e composicdo dos carbon dots. Porém, ainda hd uma adversidade em
monitorar a distribuicdo e morfologia do seu tamanho, pois durante o processo de
carbonizacdo, a forte tensdo na superficie destas nanoparticulas conduzird ha uma
aglomeracdo. Quando apresentam uma forma de distribuicdo de tamanho grande necessitam
de um processo de separacdo complicado, e também a compreensdo da associacao entre a sua

estrutura e as propriedades dpticas.?’ 2

Fan e colaboradores® relatam uma metodologia particularmente simples para

obtengdo, no qual submetem solucGes aquosas de poli(etilenoglicol) de diferentes massas
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molares & tratamento hidrotérmico, e posteriormente dialise. Solu¢bes das nanoparticulas
de carbono sdo obtidas deste modo, onde as particulas medem de 2-4 nm, e 0s espectros de
luminescéncia apresentam bandas largas rna regido visivel, sintonizaveis em funcdo do

comprimento de onda de excitacao.
2.1.2 Funcionalizacdo da superficie

A modificacdo da superficie dos C-dots é uma abordagem utilizada para ajustar as
propriedades de acordo com a aplicacdo escolhida. A modificacdo pode ocorrer ja na sintese,
quando feita com solugdes &cidas e € 0 método mais facilmente empregado. O refluxo de uma
solucdo de acido nitrico em alta concentragdo por algumas horas pode gerar defeitos na
superficie da nanoparticula ou incorporar varios grupos funcionais de oxigénio como carboxil,
carbonil e hidroxila. Também séo utilizados outros métodos para funcionalizacdo da
superficie como, por exemplo, sintese hidrotermal, pir6lise, tratamento com 4&cido citrico,

entre outros.%3!

2.1.3 Dopagem

Yang e colaboradores® relataram que grupos ativos e heterodtomos na superficie dos
carbon dots afetam as propriedades de fluorescéncia. O comprimento de onda de emisséo das
nanoparticulas é determinado pela eletronegatividade do heterodtomo dopado a sua superficie.
Quando foram dopados com S ou Se, o espectro de fluorescéncia deslocou para o vermelho.
Isto pode ser atribuido a baixa eletronegatividade destes 4&tomos, nos quais sdo atribuidos
como elétron-doadores. Para o dopagem com N (elétron-aceitadores), apresentaram
deslocamento para o azul. A compreensdo deste comportamento é representada pela figura 1.
Além disso, nessa dopagem ocorre transferéncia de cargas e resultados mostraram um

rendimento quantico elevado.

yde onda (A,,)
428 482 539 563 nm
N C S Se
3.04 2.58 2.51 2.48

Eletronegatividade (x)

Figura 1- Relacdo entre y dos hetero4tomos e of Aem dos carbon dots dopados. *2
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Outro fator que estd correlacionado com a eletronegatividade dos heteroatomos € o
rendimento quéantico, no qual este pardmetro pode ser aumentado a partir da dopagem com 0s

elementos citados.

2.1.4 Propriedades espectroscopicas
2.1.4.1 Absorcéo

Os carbon dots apresentam absorcdo dptica na regido do UV com um ombro que se
estende na regido do visivel, e esta decai gradativamente na medida em que ocorre
deslocamento para o vermelho. Os picos no UV séo atribuidos a transicdes eletrénicas n-n*
referentes a ligagdes C=C e transicdes n-r* referentes a ligagdes C=0 e outros. *° Além disso,
grupos ligados a superficie podem contribuir para a absorcao na regido do UV visivel. Até o
momento, desvios observados no espectro de absorcdo podem ser referentes as diferentes
composicdes ou estruturas em diferentes estados de hibridizacao.’

2.1.4.2 Fluorescéncia

O estudo das propriedades luminescentes € importante para a compreensdo de seu
mecanismo e adapta-lo para diversas aplicacdes.

Os espectros de emissdo dos carbon dots sdo geralmente simétricos a escala de
comprimento de onda. Comparado com 0s corantes organicos, estes materiais podem
apresentar bandas de emissdo mais largas. Uma caracteristica Unica dos carbon dots é a
dependéncia da emissdo com o comprimento de onda de excitacdo. Este efeito ocorre devido a
diferenca de tamanhos das nanoparticulas (confinamento quantico), diferentes defeitos na
superficie ou outro mecanismo ndo resolvido. As propriedades espectroscopicas deste
material podem ser manipuladas pela modificacdo da estrutura quimica de sua superficie ou

transferéncia de energia.” *

2.1.4.3 Rendimento quantico

Carbon dots que apresentam bandas de emissdo na regido do visivel ao vermelho
podem ser aplicados em bioimagiamento. Neste caso, 0 rendimento quantico € um parametro
importante para as propriedades luminescentes e pode variar de acordo com os métodos de
sintese e a estrutura quimica da sua superficie. Geralmente apresentam valor baixo e sdo

utilizadas técnicas para aumenta-lo, como por exemplo, passivacdo, dopagem com outros
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elementos e purificagdo. Na literatura reportaram rendimento quéntico tdo elevado como
80%.25-33

2.1.4.4 Tempo de vida

A partir de diferentes abordagens para obtencdo dos C-dots, estes podem apresentar
decaimentos multi-exponenciais, 0 que sugere a existéncia de regides emissivas distintas.

Geralmente, tempos de vida destes materiais sdo dados na ordem de nanosegundos.>*3*

2.1.4.5 Fotoestabilidade

O termo fotoestabilidade denota que ap6s uma excitagdo continua, a intensidade de
emissdo de fluorescéncia mantém-se estavel. Comparado com quantum dots, corantes
organicos e proteinas fluorescentes, a maioria dos C-dots apresentam uma boa

fotoestabilidade.>*®

2.1.4.6 Sensibilidade ao pH

A intensidade de fluorescéncia dos C-dots é sensivel a mudanca de pH devido a
ionizacdo de grupos carboxilicos que, consequentemente, afeta a superficie da nanoparticulas.
Ye e colaboradores desenvolveram carbon dots utilizando como material precursor o carvao
mineral sob sonificacdo e aquecimento apds adicao de acido nitrico e sulfarico. Os resultados
demonstraram que as propriedades de luminescéncia dos materiais sintetizados sdo
dependentes do valor de pH. A intensidade de luminescéncia foi maximizada em valores de
pH 6 e 7. Na faixa de 3 a 6, observaram uma diminuicdo da intensidade e deslocamento para o
vermelho. Apos a neutralizacdo da suspensao, observaram que em pH de 7 a 10, a intensidade

também diminuiu e houve deslocamento para o azul ***

2.1.4.7 Up conversion

O mecanismo de up conversion consiste na absorcao sequencial de dois ou mais fétons
por meio de estados de energia intermediarios levando a emisséo de fotons de energia mais
elevados (comprimento de onda mais curto) do que os fotons de excitagdo. Os carbon dots
apresentam espectros de emissdo amplos que dependendo do comprimento de onda de
excitacdo, vdo desde o visivel ao infravermelho. Ha algumas limitagfes para nanoparticulas
que emitem no azul utilizadas em aplicacGes bioldgicas, pois algumas células e tecidos
quando iluminadas com luz ultravioleta também emitem na regido do azul resultando em

interferéncias. Deste modo, é de fundamental importancia o desenvolvimento de materiais que
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emitem em diferentes comprimentos de onda. Fluorescéncia de up conversion é
particularmente interessante para aplicagdes como bioimageamento in vivo. Emissdes com
comprimento de onda mais longo permitem que haja uma maior penetracdo dos fotons nos

tecidos, assim como uma menor deposicao de energia.>**

2.1.4.8 Toxicidade

Os quantum dots, materiais sintetizados com semicondutores como, por exemplo,
CdSe podem levar & citotoxicidade por liberar Cd**. Além de apresentarem um potencial risco
ao meio ambiente, também podem agregar a sistemas biolégicos dificultando a sua saida. Na
busca pela substituicdo destes materiais para aplicagdes biomédicas, os carbon dots se

destacam por terem menor toxicidade.”®
2.1.5 Mecanismo de luminescéncia

O mecanismo da fluorescéncia dos carbon dots ndo é totalmente esclarecido, uma vez
que na sua preparaco sio utilizadas diferentes abordagens e materiais de partida.’

Um dos mecanismos mais amplamente aceitos é o efeito do confinamento quantico.
As propriedades de luminescéncia dos carbon dots séo determinadas pela forma e tamanho
das nanopaticulas. Tamanhos menores levam a uma maior diferenca de energia da band gap.

Li e colaboladores®’ relataram que a influéncia da variagdo no tamanho das
nanoparticulas pode produzir emissdao em diferentes regiGes espectrais. A figura mostra
imagens Opticas de quatro tamanhos de CQDs iluminados por uma lampada de luz natural
(esquerda) e luz UV (direita, 365nm). Os resultados revelaram que CQDs com diametro
menor (1,2 nm) emitiram na regido do UV (350 nm) , CQDs com diametro médio (1,5-3 nm)
emitiram na regido do visivel (400-700 nm) e CQDs grandes (3,8 nm) emitiram na regido do
vermelho (préximo a 800 nm). Também observaram uma depedéncia entre a diferenga de
energia do orbital molecular de mais alta energia ocupado (HOMO) e o orbital molecular de
menor energia desocupado (LUMO). A medida que o tamanho do fragmento aumenta, a

diferenca diminui gradualmente.
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Figura 2- CQDs iluminados por luz branca (esquerda) e UV (direita; 365 nm); b) Espectros
de emissao dos CQDs: as linhas vermelho, preto, verde e azul estdo relacionadas com a
emissao em azul, verde, amarelo e vermelho, respectivamente; c) relacdo entre o tamanho dos
CQDs e as propriedades de luminescéncia; d) dependéncia da band gap HOMO-LUMO com

o tamanho das nanoparticulas.*’

Outro relato proposto na literatura referente ao deslocamento da luminescéncia para o
vermelho, atribui-se como justificativa a presenca de grupos na superficie das nanoparticulas
e suas estruturas, controverso ao efeito do confinamento quéantico.

Ding et al.® desenvolveram nanoparticulas de carbono luminescentes  com
distribuicdo de tamanhos semelhantes e estrutura da grafite. Sob luz UV, apresentaram
emissdo desde o azul ao vermelho e também demonstraram independéncia do comprimento
de onda de excitacdo em relacdo ao comprimento de onda de emissdo. Os resultados
evidenciaram que o deslocamento para o vermelho é ocasionado pela presenca de grupos
carboxil e a incorporacao de espécies de oxigénio na superficie. Os defeitos na estrutura sao
originados principalmente por causa da oxidacdo da superficie, no qual estendem como
centros de captura para éxcitons. Quanto maior o grau de oxidacdo na superficie, maiores
serdo os defeitos na mesma. Estudos demonstram que grupos carboxila com o atomo de
carbono hibridizado sp® poderiam induzir distorcdes locais consideraveis, resultando em uma
band gap mais estreita. A hipdtese para 0 mecanismo de fluorescéncia pode ser referida aos
atomos de carbono conjugados e ligados a atomos de oxigénio localizados nos centros
luminescentes da superficie. A band gap depende fortemente da incorporagdo de espécies de
oxigénio na superficie. Com o aumento do grau de oxidagdo na estrutura observou-se uma
mudanca nas propriedades de luminescéncia com um deslocamento para o vermelho, que ¢ a

consequéncia de uma reducgéo na band gap. A confirmagdo deste principio foi investigada pela
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dependéncia da emissdo com a mudanca no valor do pH. Em ambientes &cidos e basicos
observou-se um decaimento na intensidade de luminescéncia e, além disso, observou-se um
desvio da banda para a regido do vermelho a medida que o valor de pH diminuia. Como
conclusdo, acreditam que devido as excelentes propriedades do material sintetizado, podem

ser utilizados em aplicac@es bioldgicas como bioimageamento.

2.1.6 Aplicacbes

Desde a sua descoberta, os carbon dots tem se destacado em varias aplicacdes. As suas
propriedades bioldgicas, como baixa toxicidade e boa biocompatibilidade, permitem que esses
nanomateriais sejam uma boa alternativa em bioimagiamento, biosensores e drug

delivery.'*

Yang e colaboradores® foram os primeiros a explorar a viabilidade dos carbon dots
como agentes de contrate em um camundongo de laboratério. Em seus experimentos,
sintetizaram carbon dots via ablacdo a laser com passivacao da superficie utilizando PEG1s0on.
A solucdo foi injetada subcutaneamente no camundongo. Foram observadas emissdes dos
nanomateriais de carbono na area da bexiga e ap6s 3h de sua excrecdo por via urinaria, uma
forte fluorescéncia, que permitiu 0 imageamento. A partir dos resultados, concluiram que os
carbon dots apresentaram uma boa biocompatibilidade e ndo demonstraram efeitos tdxicos

significativos, além das doses comumente aplicadas em imagiologia Optica in vivo.
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Figura 3- a) Campo brilhante; b) conforme detectada, fluorescéncia (Bl=bexiga, Ur: urina);
¢) Imagens codificadas por cores. A mesma ordem para as imagens dos rins dissecados (canto

inferior esquerdo) e figado (inferior direito) *°

Os carbon dots também sdo excelentes doadores e aceptores de elétrons, esta
propriedade permite que eles sejam sujeitos a uma transferéncia de elétrons fotoinduzida.
Deste modo, podem ser aplicados em células solares e fotodetectores.*°

Zhang e colaboradores* desenvolveram matrizes de nanotubos de TiO, carregadas
com carbon dots (CQDs) funcionando como catalisador para a geracdo de hidrogénio a partir
da decomposicdo da agua sob irradiacdo da luz visivel. Os resultados demonstraram que a
introducdo dos carbon dots na matriz permitiu alargar consideravelmente a sua fotoresposta
para regifes no visivel e NIR, ao contrario, do material contendo apenas TiO,, no qual
apresenta uma maior limitacdo devido a sua band gap larga (aproximadamente 3,2eV). Além
disso, a densidade da fotocorrente fotoanddica foi quatro vezes maior do que para TiO, NT a
0 V vs Ag / AgCIl. Também foi possivel determinar a taxa de producdo de hidrogénio como
sendo de 14,1 pmolh™. Como conclusdo, acreditam que as excelentes propriedades dos CQDs
como absorcdo Optica em toda regido do visivel e reacdo de cinética estdvel permitem que
sejam promissores sensibiizadores no aumento da eficiéncia de conversdo de energia em

matrizes de TiO.,.
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2.2 Fibroina da seda: estrutura, propriedades e aplicacoes

Sedas sdo um conjunto de proteinas fibrosas tecidas mais extensivamente pelo bicho-
da-seda (Bombyx mori), Figura 4, alguns géneros de aranhas como Nephila clavipes e
Araneus. O processo para sua producéo é feito em glandulas especializadas, primeiramente, €
realizado em células epiteliais, apds a biossintese, seguida de secre¢do por glandulas no limen

onde s&o armazenadas antes da formaco de fibras.*?

Figura 4- Bicho-da-séda (Bombyx mori) e seus casulos.*®

Os fios de seda tém sido comumente utilizados na industria téxtil como uma atuagao
lucrativa ha milénios. Presume-se que mais de 120.000 toneladas de seda sdo produzidas no

mundo, destacando como principais locais de impacto econdmico a China, india e Japdo. **

A partir de um Unico casulo de seda proveniente de B. mori é possivel ter rendimento
da fibra de 600-1500 m, comparado com ~ 137 m de seda produzida pela glandula ampular da

aranha e ~ 12 m de sua teia.®

2.2.1 Estrutura da fibroina da seda

A seda se divide em duas proteinas majoritarias, a fibroina (em proporcéo de 70-80%),
uma proteina estrutural de fibras de seda composta por regides altamente organizadas com
formas cristalinas folha-p e semicristalinas, como também regides amorfas e a sericina (em

proporcao de 20-30%), uma proteina soltvel em agua que liga as fibras de fibroina juntas.***®

A fibroina é composta de um bloco copolimero constituido por cadeias pesadas (~350

kDa) e leves (~25 kDa), ambas sdo conectadas por uma ligacéo dissulfeto. Uma glicoproteina,
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denominada P25, esté ligada ndo covalentemente também a essas duas cadeias. O bloco de
alto peso molecular é composto por quatro diferentes segmentos: uma regido N- terminal, C-
terminal, dominios ndo repetitivos hidrofilicos e dominios repetitivos hidrofdbicos, estes
apresentam uma sequéncia repetitiva de aminoacidos Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser e Gly-Ala-
Gly-Ala-Gly-Tyr.*™

Em termos de composi¢cdo de aminoacidos, a cadeia pesada é constituida basicamente
por glicina, alanina, serina (Figura 5) e em menor quantidade, tirosina e outros aminoacidos
residuais. A glicina e a alanina formam uma sequéncia repetitiva e compreendem
aproximadamente 75 % em mol da proteina. Este seguimento continuo de aminoacidos
permite um empacotamento dos fios individuais de cadeias moleculares levando a formacéo
da estrutura da folha- B em um arranjo antiparalelo. Os cristalitos adotam uma estrutura
cristalina ortorrdmbica, com um lado ocupado por hidrogénios de glicina e a posi¢do inversa
ocupada por grupos metila das alaninas. As fortes ligac6es de hidrogénio e forcas de van de
Waals formam uma estrutura termodinamicamente estavel. As ligaces de hidrogénio intra e

inter cadeias se formam entre os aminoécidos perpendiculares ao eixo da cadeia e a fibra.*"*

As propriedades de tensdo das fibras de seda sdo dependentes da estrutura cristalina,
ao passo que outras propriedades como retencdo de umidade e resisténcia quimica, dependem
do estado da regido amorfa que compde a maioria dos residuos de aminoacidos com uma

cadeia lateral volumosa e polar.*"*
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Figura 5- Imagem modificada de ***°: Estrutura da folha P e principais aminoacidos em sua

COMPpOsiGao.

A cadeia leve possui natureza hidrofilica e ndo apresenta regides repetitivas, entretanto

contém contelidos elevados de residuos como écido aspértico e cido glutamico.*""

O elevado teor de glicina na seda proporciona uma maior variabilidade
conformacional comparado a maior parte das proteinas. Dependendo do ambiente da proteina,
pode haver alteracdo na estrutura secundaria dominante da seda. A fibroina € reportada como
polimorfica, incluindo a fibroina do estado glandular prévio ao processo de cristalizagédo (silk
1), a fibroina fiada (silk 1) que compreende na estrutura secundaria folha 8 e uma fibroina

com estrutura helicoidal proveniente de um estado de interface ar/agua (silk 111).*"*

A estrutura da fibroina silk 1 é solivel em agua e apds exposi¢do ao calor ou processo
de fiacdo, pode ser convertida facilmente em silk 1. Essa estrutura é observada in vitro em

condi¢des aquosas e ¢ convertida para a estrutura folha B quando submetida a metanol ou
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cloreto de potassio. Além disso, esta conformacdo exclui a dgua e é insollvel em véarios

solventes como acidos fracos, condicdes alcalinas e agentes caotrépicos.*”>*

2.2.2 Propriedades e aplicacgoes

As fibras de fibroina apresentam estabilidade superior em comparagdo com as
proteinas globulares, devido a grande quantidade de liga¢fes de hidrogénio, a sua natureza
hidrofobica e a sua cristalinidade. A configuracdo estrutural confere a fibroina propriedades
mecanicas que compreendem uma combinacdo notavel de alta resisténcia e tenacidade que as

distingue de polimeros de alta tecnologia como o conhecido kevlar.*>*

A fibroina também tem sido investigada como um material promissor em aplicacdes
biomédicas, como suturas, scaffolds, imobilizacdo enziméatica e agente de liberacdo de
farmacos devido a sua biocompatibilidade com diversos tipos de células, boa degradabilidade,

elasticidade e por ser isenta de infeccdes.*>>?

A solucdo de fibroina é utilizada para o processamento nas mais variadas formas como
hidrogéis, recobrimentos, matrizes porosas 3d, filmes e fibras com espessuras/diametros da
ordem de nanémetros a centimetros. Comparado com outros biopolimeros utilizados, os
filmes de fibroina sdo transparentes (>95%) na regido do visivel do espectro eletromagnético,
sd0 mecanicamente robustos e apresentam rugosidades baixas (<5 nm). Estas propriedades
caracterizam os filmes de fibroina como um material para uma ampla gama de dispositivos

6pticos, incluindo redes de difragdo, hologramas de luz branca e cristais fotdnicos.>*>

Os filmes de fibroina podem produzir uma variedade de dispositivos opticos 2D e 3D,
e ainda ser utilizados em processos de litografia, como hologramas, padrdes de difragéo,
grades Opticas e guias de onda, em virtude dos seus atributos de processamento e de auto-
montagem. Além disso, sdo produzidas nesses micropadrbes periddicos cores iridescentes

dependentes do angulo, fato que ocorre devido a difracéo de Bragg.**®

Na literatura, as técnicas de nanoimpressdo®’, litografia suave™ e opalas inversas tém
sido utilizadas para a obtencdo destes materiais, apresentando baixo custo e alta qualidade
Optica, biomimética com microestruturas relativamente simples e planares. Porém, a formacao
de padrbes (grades) e a sua transferéncia para o biomaterial utilizado demandam algumas

limitacOes, apesar de apresentarem uma excelente resolugéo. Durante estas etapas, podem
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requerer a construcdo de moldes para a sua formagdo e muitas vezes, alta temperatura e

pressio.”

A perspectiva de obter materiais a base de proteinas para a gravacdo de padrbes nas
escalas micro e nanométrica abre um campo enorme de aplicacfes bastante interessante.
Podemos destacar alguns pontos da fibroina nas técnicas citadas na obtencédo de filmes, como:
ndo requer a preparacdo da sua superficie do substrato, as preparacfes sdo realizadas sob
temperatura e pressdo ambiente. Outro topico interessante é quando comparada com outros
polimeros inorganicos, que muitas vezes sdo preparados por produtos quimicos nocivos a
salde humana, este biopolimero natural, aléem de apresentar boas propriedades Opticas,
mecanicas, facilidade de funcionalizacdo e biocompatibilidade, pode ser gerado em pH
neutro, onde permite a mistura de corantes sollveis em agua assim como também enzimas e
proteinas. Tais abordagens conferem a este material uma plataforma sustentavel para a
concepcao de uma nova classe de dispositivos épticos para microfluidica, como também para

emissdo de luz, comprimento de onda, selecdo e deteccdo.®

Silva e colaboradores® demonstraram a operacdo de um laser de ganho distribuido
baseado em filmes de fibroina contendo Rodamina 6G com nanoparticulas de silica e prata. A
grade de difragdo de fibroina foi fabricada utilizando-se um DVD comercial como molde. As
técnicas de TEM, HRTEM, ATR-FTIR, SEM/EDX, UV Vis, AFM foram utilizadas para
caracterizacdo desse material. A adicdo de nanoparticulas de silica e prata levaram a um
aumento na emissdo devido ao espalhamento multiplo da luz pelas nanoparticulas. Como
resultado os filmes de fibroina modificados mostraram ser matrizes promissoras para DFB
lasers, uma vez que apresentam excelente qualidade Optica e biocompatibilidade, possuindo

assim grande potencial para aplicacdo em biomedicina.

A gravacdo de padrdes na superficie dos filmes também podem ser utilizadas para
melhorar a excitagdo e extracdo de luz em uma variedade de aplicacGes Opticas. A vantagem
na utilizacdo da fibroina de seda como matriz nos processos de litografia € a sua capacidade
de armazenar compostos funcionais organicos e inorganicos. Dependendo do material
precursor utilizado, a dopagem permite a formagdo de estruturas fotbnicas com melhores
propriedades Opticas. Ou seja, uma vez que ocorre essa incorporagdo ao copolimero, a sua
fungéo bioquimica é preservada. Um ponto interessante citado na literatura é a introducéo de
compostos que permitem aumentar a emissdo da fluorescéncia do filme contendo o

biopolimero natural >
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3 OBJETIVOS

A meta principal deste trabalho concentrou-se na obtencdo e caracterizagcdo de
suspensdes e filmes iridescentes-luminescentes de fibroina contendo nanoparticulas

luminescentes de carbono.
Para se alcancar esta meta alguns objetivos intermediarios foram:

a. Preparacdo e caracterizagdo de suspensdes de nanoparticulas luminescentes de
carbono (carbon dots) a partir de uma fonte natural de baixo custo (carvao vegetal)
proveniente de carvoarias.

b. Obtencao de filmes finos de fibroina, extraida de casulos de bicho-da-séda;

c. Obtencdo de filmes finos de fibroina incorporados das suspensées de carbon dots.

d. O estudo das propriedades luminescentes destes novos sistemas.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1 Sintese de carbon dots

Os carbon dots foram sintetizados via oxidag¢do do &cido nitrico do carvédo vegetal em
po. Inicialmente, o carvdo mineral solido foi desagregado em almofariz de &gata e peneira de
0,106 mm (Granutest - Telastem Peneiras para Analises, S&o Paulo, Brasil). Adicionou-se 3 g
do carvdo mineral peneirado e 600 mL de HNOj3 5,0 mol.L™* (Qhemis - High Purity®- 65%) a
um baldo de fundo redondo conectado a um sistema de refluxo. Aqueceu-se a mistura a 100°
C, sob agitacdo e manteve-se o refluxo por 12 h.

A suspensdo resultante foi centrifugada durante 30 min a 2000 rpm. O sobrenadante
(S-C dots) foi separado das particulas macroscépicas de carbono que ficaram depositadas no
fundo dos tubos (P-C dots). Sequencialmente, tanto os S-C dots quanto os P-C dots foram
submetidos aos mesmos procedimentos como segue: (1) ambos foram secos. (2) em seguida,
cada um deles foi redisperso com 30 mL de 4gua deionizada e neutralizado com 0,1 mol.L™
de NH4OH (Mallinckrodt - 28-30 %). (3) As suspensdes obtidas dos S-C dots e dos P-C dots
foram centrifugadas durante 30 min a 2000 rpm, resultando nos chamados Precipitado | e
Sobrenadante | e, Precipitado Il e Sobrenadante 1l. Os Sobrenadantes | e Il foram separados
como Cdots A e Cdots B. A figura 6 ilustra o procedimento utilizado.

3 g de carvao vegetal em p6
} Refluxo com 5 M HNOaz por 12 h

Centrifugacao (2000 rpm) por 30 min

A
r A

Sobrenadante (S-C dots) Precipitado (P-C dots)
M (1).Secagem 1
2 (2)Solubilizacdo em 30 mL de H2(} (2)

e neutralizacdo com 0,1 M de NH:OH

(3) (3)Centrifugac&o (2000 rpm) por }1(3)
30 min

Precipitadol Sobrenadante | Sobrenadante I Precipitado ||

(principalmente

rincipalmente silicato
hidréxido metalico) (princip )

v v
C dots A Cdots B

Figura 6- Procedimentos de tratamento das amostras de carbon dots.
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4.2 Extracao da fibroina

Primeiramente, 10 g do casulo da fibroina (Bratac, Fiacdo de Seda S.A. Bastos/SP,
Brazil) foram previamente pesados e cortados em pedagos de aproximadamente 1 cm. Na
extracdo, adicionou-se 4 L de agua Milli-Q em um banho maria e, ap6s inicio do processo de
ebulicdo, adicionou-se lentamente 8,48 g de Na,CO3z;. Em seguida, os pedacos dos casulos
foram imersos na solucdo e mantidos a uma temperatura de aproximadamente 60-70 °C por
30 min e constante agitacdo, de modo que facilitasse a dissolugdo da proteina sericina. As
fibras obtidas foram lavadas com 2 L de a4gua Milli-Q sob agitacdo constante por 20 min. Este
procedimento foi repetido por mais trés vezes. As fibras de fibroina Umidas foram colocadas

em placa de Petri e mantidas em estufa, a 40 °C, por 24 h.

Para a solubilizacdo das fibras de fibroina pura, preparou-se uma solucdo de brometo
de litio (LiBr) 9,3 M em uma proporcdo de 1:4 de fibroina: LiBr, ou seja, 20% (peso/volume)
da solucdo deveria conter fibroina e 80% de LiBr, baseado na quantidade das fibras de

fibroina que foram secadas em estufa, apresentando uma massa de 9,0793 g.

Assim, a solucdo de LiBr foi preparada como segue: 29,32 g de LiBr foram

adicionados em um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o restante com agua milli-Q.

Em um béquer, a solucdo preparada de LiBr foi adicionada lentamente sobre as fibras
de fibroina secas, e mantido em estufa, a 60 °C, por 4 h para que a dissolucdo ocorresse

completamente.

Apbs a dissolucdo completa da fibroina, a solucdo foi colocada em tubo de dialise de
celulose (14000 MWCO) e dialisada contra a agua para a remoc¢do da quantidade de sal
presente. A &gua de dialise foi trocada duas vezes ao dia. Este procedimento foi repetido por
mais trés vezes. Em seguida, a solucdo foi centrifugada a 20000 rpm a 4°C por 20 min para
remocdo das impurezas. O sobrenadante foi coletado e foi centrifugado novamente. Apos este
processo, a solucéo de fibroina esta pronta para a preparacao de filmes finos. O processo de
extracdo da fibroina é representado pela figura 7.
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Figura 7- Diagrama esquematico do processo de extracio da fibroina de seda.®

4.3 Preparacao dos filmes de fibroina pura e do filme de fibroina contendo os carbon
dots (Cdots A)

Para a deposicdo dos filmes e obtencdo das redes gravadas foi utilizado como
substrato um DVD comercial branco de dupla camada. A primeira camada do DVD ¢é formada
de policarbonato, localiza-se a camada especifica para a gravacdo de dados, que é o material
de interesse. Esta se encontra entre uma camada metélica refletora e sob uma nova camada de
policarbonato. Para a exposicdo desta camada de gravacdo, a superficie do DVD foi
descascada cuidadosamente sob um fluxo de agua continuo. Apos a sua retirada, foi lavada
com etanol para a remocdo do corante organico existente na superficie. Finalmente, para a
obtencédo dos filmes de fibroina pura, moldes de policarbonato com 3 cm de didmetro foram
colados na superficie da camada de gravacao e em seguida, uma solucdo de fibroina pura com
concentracdo de 4% foi depositada. Para a obtencdo dos filmes de fibroina contendo Cdots A,
foi utilizado 0 mesmo procedimento, entretanto a solucdo foi preparada na proporgao (1:1 de

fibroina:Cdots A ) e sob diferentes concentracdes: 0,5; 1; 1,5; 2; 3mL e concentrado 10x.
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Figura 8- Procedimento para preparacao das grades do DVD gravadas na superficie dos

filmes de fibroina pura e contendo Cdots A.%*

4.4 Técnicas experimentais

4.4.1 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo foram obtidas em um aparelho
Philips — Modelo CM200 operado em uma tensdo de 200 kV. Foram empregadas grades de
cobre cobertas por um filme de carbono. As dimensdes e as distancias interplanares dos
carbon dots foram obtidas com o software ImageJ.

4.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV foram obtidas em um JEOL modelo 7500F (FEG-SEM), equipado com
um detector de dispersédo de energua de raios X (EDX) no estado solido Si(Li).

4.4.3 Microscopia de forca atdmica (AFM)

A morfologia dos filmes foi obtida pela técnica de microscopia de forca atbmica
(AFM) utilizando um Agilent AFM série 5500 — modo Il (Agilent Technologies). As
imagens foram obtidas pelo modo de contato intermitente (modo AAC) e foi usada uma sonda
de silicio (NanoWorld Co., NCHR; Tamanho tipico: T =4 pm, W = 30 pm, L = 125 pum ;
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Constante elastica da mola: C = 42 N/m, Frequéncia de ressonancia tipica: f = 320 kHz, Raio

de curvatura da ponta: R < 8 nm).

4.4.4 Espectroscopia de absor¢ao no UV-Visivel

Os espectros de absor¢do foram obtidos com um espectrémetro de UV-Visivel Perkin-
Elmer Lambda 1050 que conta com uma lampada halégena de deutério, permitindo a

obtencdo do espectro na faixa de 200 a 800 nm com uma resolugédo de 2 nm.

4.4.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FT-IR foram obtidos no espectrémetro FT-IR, Nicolet modelo iS5
(Thermo Fisher Scientific Inc) com acessorio ATR com cristal de germanio, na faixa de 4000-
400 cm™,

4.4.6 Espectroscopia de luminescéncia

Os espectros de fluorescéncia de emissdo e excitacdo foram adquiridos com um
fluorimetro HORIBA JOBIN YVON Fluorolog-1000.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizagao estrutural

Neste trabalho, foram obtidos filmes iridescentes - luminescentes de fibroina pura e
contendo nanoparticulas de carbono luminescentes (Cdots A). Para a caracterizacdo destes
materiais foram utilizados: o filme contendo 2 mL de Cdots A e para analise de luminescéncia

e FT-IR foi utilizado o filme concentrado.

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo do Cdots A e do Cdots B, estdo
apresentadas na figura 9. Foram observados didmetros na faixa de 5 a 19 nm para o Cdots A e
de 3 a 24 nm para o Cdots B. A partir das imagens de HRTEM mostradas na figura 9.a) e c)
foi possivel calcular as distancias interplanares. As imagens de HRTEM revelaram que 0s
carbon dots obtidos possuem uma estrutura cristalina com distancia interplanares de 0,24,
0,25, 0,26, 0,29, 0,33, 0,34 nm para o Cdots A e 0,23 nm para o Cdots B.

As distancias interplanares observadas nas imagens de HRTEM foram comparadas as
distancias interplanares do grafite.

Figura 9- Imagens de HRTEM para Cdots A (a) e (b); Cdots B (c) e (d).



40

Para a avaliagdo da microestrutura dos filmes de fibroina pura e contendo Cdots A,
foram realizadas microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de for¢a atdmica
(AFM).

Figura 10- Imagens de MEV dos filmes de fibroina pura em a) e b); filmes de fibroina
contendo Cdots A em c) e d).

As imagens de MEV dos filmes apresentados na figura 10 mostram a superficie das
grades obtidos pela deposicdo da suspensdo de fibroina pura e contendo Cdots A. As grades
exibidas apresentaram uma boa morfologia na superficie, também sdo uniformes e continuas,
mas com alguma irregularidade na figura 12d. Esta caracteristica provavelmente se deve a
qualidade do DVD utilizado. De acordo com os dados observados na figura 10.b), os periodos
da grade do DVD comercial recoberto possuem 0,498 um, com um desvio padrdo (o) de
0,016. Nos filmes contendo fibroina:Cdots A, figura 10.c) e 10.d), os periodos da grade
equivalem a 0,459 um e 6= 0,018.
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Figura 11- Imagens de AFM do filme de fibroina pura —a) em 3 D do relevo; b) em 2D; c)
variacOes da altura sob as redes hologréficas gravadas.
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Figura 12- Imagens de AFM do filme de fibroina contendo Cdots A — a) em 3 D do relevo; b)

em 2D; c) variagOes da altura sob as redes hologréaficas gravadas

A figura 11 mostra a imagem obtida no microscopio de forca atbmica (AFM) que
exibe a variagdo do periodo das redes de difracdo do filme de fibroina pura com 102 nm de
espessura e na figura 12, do filme de fibroina contendo Cdots A com 29 nm de espessura. E
possivel observar que as grades gravadas na superficie de ambos os filmes apresentam um
aspecto senoidal. Para uma melhor analise da sua estrutura, foi extraido as imagens de AFM
em corte (b e c¢) das figuras 11.a) e 12.a), que especifica o perfil e a amplitude do relevo
formado pelas grades do DVD, respectivamente. A dimensdo da amplitude (profundidade de
modulagdo) para o filme de fibroina pura foi = 59 nm e o periodo das ranhuras gravadas foi =

729 nm, para o filme de fibroina contendo Cdots A foi = 16 nm e = 702 nm, respectivamente.

Neste trabalho, a fibroina, matriz usada para a producéo do filme, possui a capacidade
de copiar as caracteristicas do DVD utilizado como molde, e incorporar outros componentes

40x10%
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quimicos como, por exemplo, carbon dots, resultando, portanto, em um filme iridescente

luminescente (Figura 13).
A Figura 14 mostra a difracdo de uma fonte laser pelo filme iridescente/ luminescente

de fibroina contendo Cdots A.

Figura 13- Imagens representativa do filme de fibroina pura (a esquerda em a) e do filme

composito Iridescente/Luminescente contendo Cdots A (& direita em a) e b).

Figura 14- Difracdo Optica das grades do filme de fibroina contendo Cdots A utilizando um

laser verde.



43

Foi realizada analise de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis dos carbon
dots (Cdots A) e dos filmes de fibroina pura e contendo Cdots A.

—— Cdots A
— Filme fibroina
—— Filme fibroina carbon dots

0,8

Absorbancia normalizada

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

Figura 15- Espectro de absor¢do na regido do UV-Vis dos Cdots A, e dos filmes de fibroina

pura e contendo Cdots A.

Pode-se observar na figura 15 que a absorcdo dos carbon dots aparece como uma
banda larga que cobre desde o UV até cerca de 500nm. Pode-se identificar duas componentes
em 265 nm e 400 nm, referentes as transicdes eletronicas m-n* e n- m*, respectivamente.’
Para o filme de fibroina pura observa-se uma banda em 278 nm, associada a uma transicao
eletronica m-m*. De acordo com Jia e colaboradores®™ esta banda é associada & transic&o
eletrénica da tirosina (Tyr) presente na cadeia. Para o filme de fibroina contendo Cdots A
observou-se uma banda de absor¢do na mesma regido de 278 nm relacionada a transicdo
eletronica m-7* da tirosina e em 400 nm referente a transicdo eletronica n- ©* dos Cdots A, ou

seja, 0s niveis de energia estdo ressonantes.

Para a identificacdo dos grupos funcionais presentes nos Cdots A e B e nos filmes de

fibroina pura e contendo os Cdots A foram realizadas medidas de absor¢do no 1V.
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Figura 16- Espectro de FTIR do Cdots A e B.

A figura 16 mostra os espectros de FTIR dos Cdots A e B. Foram atribuidos as
principais bandas que se segue para Cdots A: 3555-3233 cm™ correspondente ao estiramento
N-H; em 1612 cm™, deformagdo axial assimétrica N-O; em 1383 cm™, deformacdo axial
simétrica N-O e 613 cm™, deformacdo N-H. Para os Cdots B temos: em 3560-3034 cm™,
correspondentes ao estiramento N-H; em 1627 cm™, deformacéo axial assimétrica N-O; em
1375 cm™, deformacdo axial assimétrica N-O e 827 cm™, deformacdo N-H. Estes grupos
funcionais estdo normalmente presentes na superficie dos carbon dots sintetizados via
tratamento acido, ou seja, a sintese escolhida gera carbon dots com superficie

funcionalizada.®*
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Figura 17- Espectro de FTIR-ATR dos filmes de fibroina pura e contendo Cdots A.

Os espectros de absorcdo dos filmes de fibroina pura e contendo Cdots A séo
mostrados na figura 17. As principais atribuicBes sdo: em 1637 cm™ referentes a amida |
(estiramento C=0); em 1524 cm™ correspondente & amida Il (deformacéo NH e estiramento
C-N) e em 1235 cm™ para amida 111 (estiramento C-N e deformagdo NH). A banda centrada
em 1584 cm™ refere-se & estrutura de folha B. Para o filme contendo Cdots A, as bandas de
absorcéo referentes a fibroina, apresentam valores de numero de onda semelhantes ao filme
de fibroina pura. As principais atribuices sdo: em 1641 cm™ referentes & amida | (estiramento
C=0); em 1522 cm™ correspondente & amida Il (deformacdo NH e estiramento C-N) e em
1249 cm™ para amida I11 (estiramento C-N e deformacio NH). A banda centrada em 1588 cm”
! refere-se & estrutura de folha B. A partir dos resultados, observou-se que apos a incorporagao

dos filmes com carbon dots, a estrutura manteve-se integra.

N&do foi possivel observar claramente as bandas dos C-dots no filme de fibroina
dopado, pois os grupos funcionais dos C-dots, que ja se encontram bem dispersos na

superficie, sofrem uma “dilui¢ao” ainda maior quando estdo inseridos no filme de fibroina.
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5.2 Caracterizagdo optica

Os espectros de emissdo e excitacdo normalizados do Cdots A estéo representados nas

figuras 18 e 19, respectivamente.

Pela analise dos espectros, observa-se que a forma de emissdo dos carbon dots é

dependente do comprimento de onda de excitacao.

1,04

0,8 1

0,6

0,4 4

Intensidade

0,24

0,0 +

T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 85
Comprimento de onda (nm)

Figura 18- Espectros de emissdo obtidos para excitacdo variando de 270 a 630 nm para Cdots

A.

A figura 18 apresenta 0s espectros de emissdo normalizados obtidos sob diferentes
comprimentos de onda de excitacdo (270-630 nm) dos Cdots A. Observou-se bandas de
emissdo com intensidades maximas em toda regido do visivel, com valores maximos de

absorcéo variando de 430 nm até o vermelho, em 690 nm.
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Figura 19- Espectros de excitagdo obtidos para emisséo observada na faixa de 445 a 695 nm
para Cdots A.

A figura 19 exibe o0s seus espectros de excitacdo obtidos para Cdots A, com emissdo
variando na faixa de 445-695 nm. Observam-se trés componentes principais. Uma centrada
em aproximadamente 260 nm e outra em 320 nm. Estas bandas aparecem no mesmo
comprimento de onda quando se varia 0 comprimento de observagdo. A terceira componente

se desloca de 440 nm a 500 nm em funcdo do comprimento de onda de emisséo.
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Figura 20- Espectros de emissdo obtidos para excitagédo variando de 250 a 630 nm para Cdots
B.
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A figura 20 apresenta os espectros de emissdo normalizados obtidos sob diferentes
comprimentos de onda de excitacdo (250-630 nm) dos Cdots B. Observou-se bandas de
emissdo com intensidades maximas em uma faixa de sequéncia que compreende de 379 nm,

regido do ultravioleta, até 686 nm, regido do vermelho.
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Figura 21- Espectros de excitagdo obtidos para emissdo observada na faixa de 465 a 670 nm
para Cdots B.

A figura 21 exibe os seus espectros de excitacdo normalizados dos Cdots B, com
emissdo variando na faixa de 465-670 nm. Da mesma forma que para os Cdots A observa-se
duas componentes no UV cuja posicdo ndo varia com o comprimento de onda de emissao e
uma terceira componente na regido do visivel e que apresenta comportamento distinto. Ha um
deslocamento para a regido de maiores comprimentos de onda conforme se aumenta o

comprimento de onda de emiss&o.
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Figura 22- Espectros de emissdo obtidos para excitagéo variando de 270 a 590 nm para o

filme de fibroina pura.

A figura 22 apresenta os espectros de emissao obtidos para o filme de fibroina pura,
sob diferentes comprimentos de onda de excitacdo (270-590 nm). Observou-se bandas de
emissdo com intensidades méaximas em regifes que variam desde o ultravioleta (309 nm) até o
vermelho (647 nm). N&o ha descrigdo de tais bandas de emissdo para a fibroina na literatura.
A origem desta emissdo ainda ndo é conhecida e deve ser foco de estudos mais detalhados em

nosso laboratorio.
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Figura 23- Espectros de emissao obtidos para excitagdo variando de 270 a 570 nm para o

filme de fibroina contendo 2 mL Cdots A.

A figura 23 apresenta os espectros de emissdo normalizados obtidos sob diferentes
comprimentos de onda de excitacdo (270-570 nm) do filme de fibroina contendo 2 mL de
Cdots A. Observou-se bandas de emissdo com intensidades maximas em regides que vao
desde o ultravioleta (306 nm) até o vermelho (638 nm).

— 330
1,0 1 —— 350
| — 370
— 390
— 410
© 0,8 T ——— 430
-8 —— 450
% 470
— 490
£ 0,6 1 i —— 510
e | —— 530
[0) / Y 550
o i —— 570
§ 0.4 / w —— 590
7] f ‘
c 1 Iy /
[0] r
€ 02- 1] W’M
] /,/"/’ ‘I bl
i/ 1/ »r
0,0 - /'/ / i f
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Comprimendo de onda (nm)

Figura 24- Espectros de emissao obtidos para excitagédo variando de 330 a 590 nm para o

filme de fibroina contendo Cdots A concentrado.
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A figura 24 apresenta os espectros de emissdo normalizados obtidos sob diferentes
comprimentos de onda de excitacdo (330 & 590 nm) para o filme de fibroina contendo Cdots
A concentrado. Observou-se bandas de emissdo com intensidades maximas em toda regido do

visivel, com picos variando de 561 nm até o vermelho, em 658 nm.

—— 640
— 615
— 590
— 580
—— 565
—— 560

1,5x10°

1,2x10°

9,0x10"

6,0x10"

Intensidade normalizada

3,0x10°

T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 25- Espectros excitagdo obtidos para emisséo observada na faixa de 640 a 560 nm
para o filme de fibroina contendo Cdots A concentrado.

A figura 25 exibe os seus espectros de fluorescéncia de excitacdo normalizados para o
filme de fibroina contendo Cdots A concentrado, com emissao variando na faixa de 560-640
nm. Observa-se que 0s espectros de excitacdo sdo diferentes variando-se 0os comprimentos de

onda.

A importancia das caracteristicas de emissdo dos carbon dots foi evidenciada pelo
diagrama de cromaticidade. A figura 26 e 27 mostram o diagrama para Cdots A e Cdots B,
respectivamente, calculados com base no espectro de emissdo. S&o observadas mudancas
visuais nas coordenadas durante a exposi¢do a luz UV, indicando que ambos os carbon dots

sdo policromaticos.
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Figura 26- Diagrama de cromaticidade do Cdots A.
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Figura 27- Diagrama de cromaticidade do Cdots B.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi desenvolvido um material sustentavel e biodegradavel utilizando a
fibroina, um biopolimero natural como precursor. Uma das vantagens desta matriz € que ela
permite a incorporacao de outros compostos funcionais, que no nosso caso foram os carbon
dots. O método utilizado € versatil, simples e de baixo custo. Também demonstra que é
possivel a producdo de redes de difracdo usando como um molde um DVD comercial. As
grades formadas produzem uma estrutura iridescente, ou seja, a variagdo das cores compostas
no filme sdo dependentes do angulo de observagdo. Medidas de AFM e MEV, comprovam a

existéncia dos micropadrdes periodicos das grades distribuidas em sua superficie.

Em pesquisas futuras poderia ser investigada a sua aplicabilidade Optica,
especialmente pelos seus parametros de luminescéncia se extenderem em toda a regido do
visivel, combinadas com as propriedades favoraveis da fibroina como alta transparéncia, alta
estabilidade mecénica, processamento em meio aquoso, facilidade de funcionalizagdo e
biocompatibilidade, torna o material de interesse como um potencial componente biofoténico
em nanoescala e promissor para biosensores, drug delivery, engenharia de tecidos, entre

outros.
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