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Resumo

Na presente dissertacdo sdo apresentados métodos de sintese para a obtencdo de
nanopontos de carbono (NPsC) luminescentes sustentaveis, utilizando como fonte de
carbono aguas residuais do processamento industrial do azeite (ARPIA) e demonstrada

a sua aplicacao direta como sensores de proteinas hémicas, e.g. hemoglobina (Hb).

Os NPsC foram sintetizados utilizando ARPIA provenientes de processos de extracdo
continuos (centrifugacao, 2 fases (AR-2F) (ano 2016 (AR-2F-16) e ano 2017 (AR-2F-
17)) e descontinuo (prensagem). A caracterizacdo fisico-quimica das ARPIA, assim
como os diferentes métodos de sintese utilizados na obtencdo dos NPsC séo

apresentados e discutidos ao longo deste trabalho.

Os NPsC sintetizados foram analisados e caracterizados estruturalmente por
espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os NPsC
sintetizados a partir de AR-2F foram também caracterizados por ressonancia magnética
nuclear de protdo e carbono (RMN *H e '3C), andlise elementar (AE) e microscopia
eletrénica de transmissao (TEM). Técnicas de absorcdo no estado fundamental (UV-
Vis) e luminescéncia de estado estacionario foram aplicadas para o estudo das
propriedades fotofisicas dos NPsC. A determinagcéo do tempo de vida de luminescéncia

dos NPsC obtidos a partir das AR-2F-17 foi igualmente efetuado.

A detecdo de proteinas hémicas pelos NPsC provenientes das ARPIA foi comprovada.
Os nanomateriais obtidos das AR-2F revelaram elevada sensibilidade e seletividade no

reconhecimento de hemoglobina (Hb) em solucéo.

Palavras-chave: Nanopontos de carbono (NPsC) luminescentes, 4guas residuais do
processamento industrial do azeite (ARPIA), conversédo termoquimica, fluorescéncia,

hemoglobina (Hb), recuperacéo de residuos.






Abstract

In the present work, synthetic methods to produce new fluorescent and sustainable
carbon dots (CDs), using as carbon source olive mill waste waters (OMWWSs), will be
discussed, demonstrating their direct applicability as hemic protein sensors, e.g.

haemoglobin (Hb).

Different CDs were developed based on OMWWs of different origins, such as seasonal,
i.e. OMWWs from the same process but differing in the harvest year (OMWW-2Ph-16 vs
OMWW-2Ph-17) and processing methods (OMWW-2Ph-16/17 vs OMWWP). The main
differences between these three types of OMWWs and the synthetic methods developed

for each one of them are presented and discussed throughout.

The CDs were analysed and structurally characterised by Fourier Transform Infrared
spectroscopy (FTIR). The CDs that were synthesised by the OMWW-2Ph were
additionally characterized by nuclear magnetic resonance of proton and carbon (*H and
13C NMR), elemental analysis (AE) and transmission electron microscopy (TEM).
Absorption techniques at ground state and steady state luminescence were used for the
study of photophysical properties. Luminescence lifetimes were studied using CDs from
OMWW-2Ph-17.

As a demonstration of the CDs applicability, it will be shown in this dissertation that these
new CDs could be used as hemic proteins sensors. The study revealed a high sensibility

and selectivity of the CDs towards haemoglobin.

Key-words: Carbon dots (CDs), Olive mil waste water (OMWWSs), fluorescence,

haemoglobin (Hb), thermal conversion, waste recovery.
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ARPIA - Aguas residuais do processamento industrial do azeite

Abs - Absorgéao

AE - Analise elementar

B

BSA - Albumina de soro de bovino (Bovine Serum Albumin)

BN-CD - Pontos de Carbono (Carbon dots) co-dopados com boro e
azoto

C

Cytc - Citocromo ¢

CDs - Pontos de Carbono (Carbon dots)

ca. - Quantidade aproximada

CQO - Caréncia quimica de oxigénio

CBO - Caréncia bioquimica de oxigénio

CSTR - Reator perfeitamente agitado (Continuous stirred-tank reactor)

E

E - Eficiéncia de transferéncia de energia

ED - Etilenodiamina

e.g. - exempli gratia (do Latim, por exemplo)

i.e. - id est (do Latim, isto €)

em - Emisséo

exc - Excitagéo

Equiv. - Equivalente

eV - Eletr&o-Volt

F - Intensidade de fluorescéncia

f - Frequéncia de absor¢éo de intensidade forte no IV

fr - Frequéncia de absorcao de intensidade fraca no IV

FTIR - Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier



GQD - Pontos quanticos (Quantum dots) de grafeno

H

Hb - Hemoglobina humana

I

IPCA - Acido imidazol[1,2-a]piridina-7-carboxilico ~ (Imidazo[1,2-
a]pyridine-7-carboxylic acid)

J

J - Integral de sobreposicéo

K

K - Fator de orientacéo espacial dos dipolos

KT - Velocidade de transferéncia de energia

Ksv - Constante de Stern-Volmer

Kb - Constante de Stern-Volmer (mecanismo dinédmico)

Ks - Constante de Stern-Volmer (mecanismo estatico)

Kq - Constante de extingdo bimolecular

L

Lys - Lisozima

LED - Diodo emissor de luz (Light emisson diode)

M

m - Frequéncia de absorcéo de intensidade média no IV

m.p. - Material de partida

m.r. - Mistura reacional

Mio - Mioglobina

MCF-7 - Linha celular humana do adenocarcinoma da mama
(Michigan Cancer Foundation — 7)

Max. - Maximo

min. - Minutos

MetHb - Hemoglobina humana de ferro (l1l) (Metahemoglobina)

N

n - indice de refracéo

NMsC - Nanomateriais de carbono luminescentes

NPsC - Nanopontos de carbono
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N-CD
@)

- Pontos de Carbono (Carbon dots) dopados com azoto

OxyHb

0

OMWWs
OMWW-2Ph
OMWW-2Ph-16
OMWW-2Ph-17
OMWW-P

P

- Hemoglobina humana de ferro (II) (Oxihemoglobina)

- Frequéncia de absorcdo de ombro no IV

- Olive mill waste waters

- Olive mil waste water from continuous centrifugation

- Olive mil waste water from continuous centrifugation (2016)
- Olive mil waste water from continuous centrifugation (2017)

- Olive mil waste water from discontinuous press

PBD
PEG

pl
PPEI-EI
P

PQ
PsC

Q

- Protein Data Bank

- poli(etilenoglicol)

- Ponto isoelétrico

- Poli(propioniletilenoimina-co-etilenoimina)

- Prensa descontinua

- Ponto quantico

- Pontos de carbono

QD
R

- Quantum dot

r
Ro
RA
RET

RMN *H
RMN 13C

- Distancia fixa entre doador e aceitador
- Distancia de Forster

- Right angle (geometria de 90° relativamente a excitacao)

- Transferéncia de energia por ressonancia (Ressonance

Energy Transfer)

- Ressonéncia magnética nuclear de Protao

- Ressonéancia magnética nuclear de Carbono

t.a.
TEM

TG

- Temperatura ambiente

- Microscopia eletrénica de transmisséo (Transmission electron

microscopy)

- Termogravimetria

- Temperatura
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TS
U

- Teor de solidos

u.a.
uv
UV-Vis
\

- Unidades arbitrarias

- Ultravioleta

- Espectroscopia de ultravioleta e visivel

VS
Vv

Simbolos

- Versus

- Volume

[Q]
[F]
[Fo]
[F Q]
A

14

5

&

Dr
To

2F
3F

- Concentracao de analito

- Concentracgéo de fluoréforo

- Intensidade inicial de emissao do fluoroforo

- Concentracao do complexo fluoréforo-analito

- Comprimento de onda

- Frequéncia

- Desvio quimico
- Absortividade molar
- Rendimento quéantico de fluorescéncia

- Tempo de vida do fluoréforo

- 2 fases

- 3 fases
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Figura 11.45 - Espetros de emissdo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na
presenca de MetHb (1nM) e quantidades crescentes de Lys (pH=7.2) (Aexc = 380 nm).
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Figura 11.46 - Espetros de emissdo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na
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Figura 11.47 - Espetros de emissao de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na

presenca de quantidades crescentes de OxyHb (pH=7.2) (lexc = 340 nm). Inset: Curva
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Figura 11.48 - Decaimento da emissdo de NPsC-AR-2F-17-XII-1 [0.01 mg/mL] e Hb
[2x10° M] (PH=7.2); (Aexc=340 NM; Aem=240 NM). ...orieirieiiieiieeciee e 94
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.1 - PREAMBULO

No presente trabalho foram obtidos novos nanomateriais de carbono luminescentes
(NMsC) pela transformacao quimica de aguas residuais do processamento industrial do
azeite (ARPIA), efluente de baixa biodegrabilidade e de grande abundancia na zona do
mediterrdneo, nomeadamente em Portugal, Espanha, Franga, Italia, Croacia entre

outros.

Neste capitulo sera realizada a revisao bibliografica, com uma breve apresentacdo das
nanoestruturas de carbono que antecederam os NMsC, os diferentes tipos de NMsC,
bem como a sua metodologia de sintese. Seréo evidenciadas as principais propriedades
fotofisicas dos NMsC e as é&reas onde estes podem ser empregues, devido

principalmente as caracteristicas luminescentes que exibem.

No sentido de contextualizar a matéria-prima utilizada na obtengdo dos nanomateriais
de carbono descritos no presente trabalho, sera feita uma breve abordagem a industria
do processamento do azeite na zona do mediterrdneo, descrevendo 0S processos
utilizados e a metodologia empregue na caracterizacdo das ARPIA. A problematica
ambiental associada as ARPIA serd referida, nomeadamente os tratamentos

usualmente utilizados na sua eliminacao e valorizagéo.
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.2 — NANOMATERIAIS DE CARBONO

Os atomos de carbono apresentam a capacidade de formar ligagBes covalentes
robustas com outros atomos de carbono em diversas hibridizagées (sp, sp?, sp®) ou com
elementos ndo metalicos, possibilitando a formacéo de uma série de estruturas, desde
moléculas simples a estruturas complexas. Os materiais de carbono presentes na
natureza sdo o diamante, a grafite e outras estruturas amorfas de carbono, sendo o
diamante e a grafite materiais que contém apenas carbono. Kroto et al.! descobriram a
primeira nanoestrutura de carbono, os fulerenos (Cso). Na década de 90, os nanotubos
de carbono foram descritos por Lijima? e jA em 2004, Novoselov et al.® conseguiram
isolar e caracterizar nanoestruturas de grafeno. Mais recentemente, tem-se assistido a
um crescimento no interesse nestas nanoestruturas, especialmente nos nanomateriais

de carbono luminescentes (NMsC), dada a sua grande diversidade de aplicacdes.*

Os NMsC foram reportados pela primeira vez por Scrivens e seus colaboradores.® Estes
séo caracterizados por terem dimensfes entre 1-100 nm, pertencendo os de menor
dimensdo a categoria dos NPsC. A designacéo geral dada as varias estruturas de
materiais baseados em carbono é pontos de carbono (PsC), onde se incluem os
guantum dots de grafeno (GQDs) e os nanopontos de carbono (NPsC).6"® Como
caracteristicas mais comuns, estes materiais possuem dimensdes inferiores a 10 nm,
morfologia esférica e exibem fluorescéncia significativa.® A estrutura dos NPsC depende
fortemente da natureza da fonte de carbono utilizada, bem como dos métodos de
sintese empregues na sua obtencéo. Isto levara a uma grande diversidade de possiveis
estruturas para os NPsC (Figura |.1), contudo sabe-se que é comum um centro de
carbono constituido por redes de Csp?, com zonas embebidas de funcionalidades
oxidadas (e.g. éteres, epodxidos, hidroxilos), ligado a funcionalidades como grupos
carboxilicos/carboxilatos, hidroxilos, quinonas e aminas/aménio através das unidades
de carbono presentes na sua superficie.®!° Nos dltimos anos, os pontos de carbono
adquiriram um lugar de destaque no campo dos nanomateriais principalmente devido
as suas excelentes propriedades luminescentes, fotoestabilidade e baixa toxicidade,
particularmente em comparacdo com pontos quéanticos metalicos e pontos quanticos

semicondutores.®10:1!
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Pontos quanticos de Grafeno

Pontos de Carbono

Nanopontos de Carbono

e
f'rﬁ;"\;‘
1,! e ~"\‘
= QR ",j;',' or

Figura I.1 — llustracdo de diferentes tipos de PsC. Adaptado de Song et al.1®

[.2.1 - Métodos de sintese

Os NPsC sdao sintetizados por duas abordagens diferentes, designadas “top-down” e
“bottom-up”. A abordagem ‘top-down” (Figura 1.2) esta associada a quebra de largas
estruturas de carbono como nanodiamantes, grafite, nanotubos de carbono, carvdo
ativado, fuligem de carbono e Oxidos de grafite. No método “bottom-up” (Figura 1.3), a
sintese dos NPsC utiliza como fonte de carbono percursores moleculares como citratos,
hidratos de carbono, entre outros, através de tratamentos hidrotérmicos e irradiacdo por

micro-ondas.*?
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[.2.1.1 - Meétodo “Top-down”

Fontes de Carbono

P e \\,‘\:1:""' ’ P

% )

.%}"-.\:'&s nn /( - \ ‘i\‘\\\
‘HS}:\ ' ‘//F’ =

- ‘x\"’:-.
p \\\'}:;H\

~N

Corte

Modificagdo

Figura |.2 — Sintese de GQDs utilizando diferentes fontes de carbono via “top-down”. Adaptado

de Chen et al.13

As vias sintéticas na abordagem “top-down”, envolvem métodos como descarga elétrica,
ablacédo a laser e oxidacdo eletroquimica.'> Como referido anteriormente, Xu et al.®
sintetizaram os primeiros NPsC fluorescentes na purificacdo por eletroforese de
nanotubos de carbono de camada Unica, preparados por descarga elétrica com arco.
Antes da purificacao, foi efetuado um pré-tratamento com acido nitrico, seguindo-se uma
extracado com hidréxido de sddio, de onde resulta uma suspenséo preta que é sujeita ao
processo de isolamento para a separagéo dos NPsC. O rendimento de NPsC produzidos
por descarga elétrica em arco € baixo e a purificagdo € problemética devido a

complexidade da mistura resultante.®

A ablacdo a laser foi utilizada pela primeira vez por Sun et al.*4, utilizando argon com
gas de arraste na presenca de vapor de agua. Particulas de carbono em agregados de
diferentes dimensdes nanométricas foram sintetizadas, apesar de estes NPsC néo
demonstrarem emissao de fluorescéncia. A amostra foi oxidada por tratamento acido
seguido por funcionalizacdo da superficie com PEG ou poli(propioniletilenoimina-co-
etilenoimina)  (PPEI-EI), originando NPsC funcionalizados com elevada
fotoluminescéncia.®'* Apesar da ablacdo a laser apresentar vantagens, tem como
inconveniente a utilizacdo de grandes quantidades de carbono para a preparacdo do
alvo. Outra desvantagem relevante € a grande heterogeneidade de tamanhos dos NPsC
obtidos, obrigando & separagdo dos maiores por centrifugagdo, o que implica uma

eficiéncia baixa na utilizacdo do material de carbono.®
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A sintese de NPsC por via eletroquimica, utiliza na sua maioria grafite como fonte de
carbono, sendo uma excelente opcdo para a formacéo de elétrodos. Lu et al.*®, utilizou
hastes de grafite de alta pureza e grafite pirolitica como anodo e como contra-elétrodo
fio de platina com uma separagcdo de 2 cm. Estes foram inseridos numa solugéo
aquosa/liquido ionico, sendo aplicado um potencial estatico para promover a esfoliacdo
do material de carbono. A esfoliacdo ocorre devido a complexa interacdo entre a
esfoliagdo oxidativa promovida pela agua e a intercalacdo aniénica proveniente do
liquido ionico. Os produtos de esfoliagdo séo posteriormente lavados com agua e etanol
até pH neutro, obtendo-se NPsC com tamanhos de 6-8 nm apoés filtragdo e
ultracentrifugacdo a 15000 rpm (20°C), sendo o rendimento quantico de fluorescéncia
ca. 5%. Os NPsC mostraram excelentes propriedades Iluminescentes e sao

termodinamicamente estaveis em agua.®

[.2.1.2 - Método “Bottom-up”

Espécies moleculares

N NN
FAVAR V.V S RN NPsC
( Desidratagio ou e ‘( Aty Carboni
N e--- z 2a¢do ou
W W\ N coplamento / 0-e ﬂﬂ/ P acoplamento

Polimeros

(xfw'

Figura 1.3 — Sintese de NPsC por diferentes fontes de carbono via “bottom-up”. Adaptado de
Chen et al.13

Tipicamente a preparagdo de NPsC por tratamento hidrotérmico/solvotérmico baseia-se
na carbonizacdo dos precursores (150-300°C) sob altas pressbes de vapor.
Paralelamente, a preparacdo destes ultimos por irradiacdo de micro-ondas pode ser
usada para carbonizar o precursor a altas temperaturas num curto espaco de tempo
(10 min), com rendimentos massicos elevados em NPsC. Estes métodos tém como
grande vantagem a obtencdo de NPsC com elevadas intensidades de fluorescéncia e

altos rendimentos massicos. Por outro lado, as propriedades dos NPsC dependem
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largamente do tipo de precursor e método de sintese, sendo a escolha dependente da

disponibilidade do precursor e do seu custo.® 17

Zhu e seus colaboradores!’ prepararam NPsC sujeitando acido citrico e etilenodiamina
a tratamento hidrotérmico, durante 5 horas com temperaturas variando entre
150-300 °C. ApOs essa etapa, o isolamento dos materiais foi realizado por dialise,
originando NPsC com rendimentos quéanticos entre 3 e 80 %. Além do acido citrico,
muitas outras fontes de carbono foram utilizadas, nomeadamente quitosano?®, sumo de
laranja’®, caule da cana do aclcar?, entre outros. O processo hidrotérmico/solvotérmico
tem como grandes vantagens o0 seu baixo custo, facil processamento e possibilidade de

usar fontes de carbono baratas.®

Como referido anteriormente, a utilizacdo da irradiacdo por micro-ondas na sintese dos
NPsC é um método eficiente devido ao baixo tempo de reagcdo comparativamente ao
tratamento hidrotérmico, para além do melhoramento que podera ter ao nivel do
rendimento e qualidade dos produtos.?! Os primeiros trabalhos reportados na obtencédo
de NPsC sintetizados por este método?? utilizaram PEG e glucose dissolvidos em agua
destilada e aquecidas num micro-ondas domeéstico, por periodos de 2-10 minutos.
Foram obtidos NPsC com tamanhos entre 2-4 nm e rendimentos quéanticos de
fluorescéncia ca. 6%. Tem como eventual inconveniente a escalabilidade do processo

a nivel industrial.

1.2.1.3 — Funcionalizacdo da superficie e dopagem

A dopagem com heterodtomos é um dos métodos mais convencionais e efetivos no
controlo das propriedades 6ticas e eletrénicas dos PsC, resultando num melhoramento
da intensidade de fluorescéncia dos mesmos,*® sendo o azoto um dos elementos mais
usados para este fim.?? Tipicamente, moléculas organicas sofrem carbonizacdo na
presenca de moléculas contendo N- ou S- ligado covalentemente, obtendo PsC dopados
com heteroatomos. Dan et al.?®> demonstraram que PsC dopados com azoto utilizando
como fonte de carbono acido citrico e como fonte de azoto etilenodiamina e ureia, levaria
a um aumento de rendimento quantico; os PsC ndo dopados apresentaram um ¢ de
22% vs. 94% para os materiais dopados com azoto.*# Kim et al.?* confirmou que os
aditivos podem melhorar o grau de carbonizacéo durante o processo de dopagem com
azoto.'® A adicdo de HCI como aditivo, por exemplo, aumentou a eficiéncia da hidrélise
de xilitol, fonte de carbono utilizada, e da etilenodiamina, levando a formacdo de PsC
dopados com azoto altamente luminescentes. De forma a melhorar as propriedades

luminescentes dos PsC, Choi et al.?® sugeriram a dopagem com mais do que um
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elemento. Este procedimento conduziu a formacdo de estados de superficie bem
distribuidos, bem como a reducdo de recombina¢Bes ndo radiativas, o que levou ao
aumento do rendimento quantico dos PsC. Os investigadores demonstraram o beneficio
de co-dopagem ao sintetizar PSC co-dopados com boro e azoto (BN-CD; Figura 1.4),
obtendo materiais com um rendimento quantico de 80%, o dobro do valor dos obtidos
guando dopados apenas com azoto. A analise estrutural mostra que os BN-PsC
consistem em N-grafitico e estados de superficie bem distribuidos, nomeadamente

grupos carboxilicos e hidroxilo.

0 OH
PP
+. HZN\//\
NH,
HO OH
OH
(o} OH
m
+ HN +
HO OH ~"NH,
OH
Acido citrico Etilenodiamina

Figura 1.4 — Sintese de PsC dopados com N (N-CD) e PsC co-dopados com B e N (BN-CD).
Imagens de fotografia mostram suspensdes de PsC sob luz visivel (esquerda) e sob luz UV a 365
nm (direita). Adaptado de Choi et al.?5

A funcionalizac@o dos PsC com outras moléculas, € uma outra alternativa para melhorar
as suas propriedades fotofisicas. As funcionalidades presentes nos PsC sao utilizadas
para a funcionalizacdo da superficie deste ultimo utilizando diferentes moléculas
organicas.'® Choi et al.?® utilizaram PsC derivados de a-ciclodextrina, passivando-os
com PEG, resultando em nanomateriais com melhores propriedades 6ticas (rendimento
guantico aumentou de 2.1% para 7.8%), verificando-se ainda a formacao de estados de
superficie uniformes levando a que a Iluminescéncia fosse independente do
comprimento de onda de excita¢do. A funcionalizacéo da superficie dos PsC demonstra
ser de grande importancia no controlo dos estados de superficie sem alterar o estado

do centro.16-%6
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[.2.2 —Propriedades Fotofisicas
Os NPsC destacam-se bastante no campo da nanotecnologia pelas propriedades

fotofisicas que exibem, principalmente a sua extraordinaria fotoluminescéncia.

O seu espetro de UV-Vis exibe duas bandas de absorcdo caracteristicas, ca. 240 nm
proveniente de transi¢ées n-n* (C-sp? da rede de carbono) e ca. 350 nm (transicdes n-
n* dos grupos carbonilo da superficie).’?>27 Os maximos de absorcdo dependem
fortemente da funcionalizagdo da superficie, como tal estes Ultimos poderdo ser

ajustados perspetivando as aplicagGes pretendidas.®

A fluorescéncia dos PsC podera primeiramente depender de um estado molecular, por
exemplo, nos PsC obtidos com acido citrico e etilenodiamina por Yang e
colaboradores,?® foi possivel isolar o fluoréforo maioritario presente e identifica-lo como
acido imidazol[1,2-a]piridina-7-carboxilico  (IPCA).?® Esta espécie aumenta
significativamente o rendimento quantico dos PsC, sendo o estado molecular
claramente distinguido pela presenca de um pico gaussiano no UV-Vis e 0 espetro de
emissdo é independente do comprimento de onda de excitacdo. O estado molecular
podera ser reduzido por sucessivas didlises.?® O estado do centro de carbono dos NPsC
esta relacionado com a existéncia de aglomerados sp? onde ocorre recombinagdo
radiativa de eletrdo-lacuna. Este mecanismo, muitas vezes coexiste com estados
moleculares, que normalmente demonstram um maior rendimento quantico e menor
fotoestabilidade. Contudo, a confirmacao da existéncia do centro de carbono é indireta
devido ao envolvimento deste por cadeias poliméricas externas e também porque a
carbonizacao é sempre incompleta, levando a que o préprio centro contenha partes de
redes poliméricas, hidrocarbonetos ciclicos, grafite dopada com heteroatomos, entre
outros, levando a que o centro ndo seja constituido por grafite pura. Assim, o efeito de
confinamento quéntico ndo pode ser rigorosamente considerado em muitos casos,
podendo o efeito do centro de carbono ser camuflado por outros centros de forte
intensidade de luminescéncia.?®? Distinguindo-se do estado molecular, o estado de
superficie é hibridizag&o sinérgica entre a “espinha dorsal’ de carbono com os grupos
funcionais. O gap de energia do estado superficial, onde eletrdes e lacunas se
recombinam e emitem fluorescéncia, esta diretamente correlacionado com a extensao
do sistema de eletrdes = e com o tipo de funcionalidades presente na superficie. O
controlo da fotoluminescéncia dos PsC pode ser feito por alteragdes na quimica de

superficie, seja por dopagem/funcionalizagdo ou oxidagédo/redugdo.?2°

z

Uma propriedade de fotoluminescéncia relevante destes materiais € a sua clara

dependéncia do maximo de emissdo com o comprimento de onda de excitagdo, sendo
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uma das razdes apontadas para este efeito, a existéncia de diferentes tamanhos de
particula e caracteristicas quimicas ndo uniformes a superficie dos PsC. Além disso,
comparativamente a um PQ (ponto quantico), a banda de emissédo dos PsC é bastante
mais alargada, o que podera indicar uma heterogeneidade de estruturas quimicas, o

gue levara a diferentes centros luminescentes. %163

O meio envolvente dos PsC podera influenciar as suas propriedades fotoluminescentes,
havendo materiais mais sensiveis do que outros a essas alteracbes. A mudanca de
solvente poderd contribuir para essas alterac6es, dado que os NPsC sdo bastantes
sensiveis a polaridade e exibem a capacidade de formar ligagbes por pontes de
hidrogénio.®®° Para além do efeito do solvente, a variacdo do pH reflete-se igualmente
na fotoluminescéncia. Pan et al.' prepararam PsC por via hidrotérmica os quais
exibiram uma forte intensidade de fluorescéncia em meio alcalino, sendo esta extinguida
em meio acido. A fluorescéncia dos PsC foi posteriormente recuperada ao repor o meio

a pH alcalino.®3!

Os NPsC possuem uma elevada fotoestabilidade, ndo sofrendo fotodegradacdo apés
longos tempos de irradiagdo continua. Apesar da variabilidade de métodos de sintese,
muitos tipos de PsC demonstram fotoestabilidade, parametro de extrema importancia
para as suas principais aplicagdes.® Wei et al.®? sintetizaram PsC a partir de glucose e
uma série de analogos de aminoacidos. Estes PsC demonstraram uma excelente
fotoestabilidade, mantendo 90% da sua intensidade de fluorescéncia apés 60 min de
irradiagdo continua. Comparando com o isotiocianato de fluoresceina (extingdo de
fluorescéncia ao fim de 5 min de irradiagédo continua) e com os pontos quanticos (PQ)
de CdTe que reteve apenas ca. 30% da sua luminescéncia inicial apés 20 min de
irradiagdo continua, os PsC apresentam-se mais fotoestaveis, conferindo-lhes uma

vantagem significativa sobre estes ultimos fluoréforos. %32

O rendimento quantico (&) é o nimero de fotdes emitidos relativo ao nimero de fotbes
absorvidos. Os primeiros PsC sintetizados, exibiram baixos rendimentos quéanticos,
alguns deles abaixo de 1.6%.5 Apds as modificacGes de superficie ou passivacdo que
tem vindo a ser desenvolvida, este parAmetro pode aumentar drasticamente, o que
efetivamente tem vindo a ser comprovado. Generalizando, este parametro € altamente
depende do método de sintese, quimica de superficie e fonte de carbono.!! Refira-se
que no presente trabalho, foi dado grande énfase ao melhoramento do rendimento

gquantico dos NPsC obtidos, sendo esse estudo apresentado na Seccao 11.3.
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1.3 — Principais Aplicagcbes
As principais aplicacbes do PsC estdo relacionadas em grande parte com as suas
propriedades Oticas, aplicacbes essas em areas tdo diversificadas como a

bioimagiologia, a fotocatalise, como sensores fluorescentes e em optoelectrénica.'?

Apresentar-se-ao de seguida alguns exemplos reportados das aplicacbes destes

nanomateriais.

.3.1 - Sensores Quimicos

Os NPsC tém sido bastante utilizados na area da quimica sensorial, sendo esta uma
das suas principais aplicacdes. Yan e seus colaboradores® sintetizaram dois tipos de
PsC usando é&cido citrico e 1,2-etilenodiamina (CD-1) e N-(S-aminoetil)-g-aminopropil
(CD-2), exibindo ambos elevados rendimentos quanticos, ca. 65.5% e 55.4%,
respetivamente. Estes materiais foram posteriormente testados como sensores de i0es
Hg?* em solucdo aquosa e em células vivas, demonstrando seletividade e eficacia
relevantes na detecdo do mercurio. Os investigadores demonstraram que apoés a adicao
de 20 uM de Hg?*, a intensidade de fluorescéncia do CD-1 decresceu 80% vs. 55% para
CD-2. A comparacdo com a adicdo de outros metais, comprovou a seletividade dos
sensores obtidos para o mercurio. Para além do mercurio, tem sido demonstrado que
os PsC também tém revelado sensibilidade na detecdo de outros metais,

nomeadamente Cu?*, Fe®*, Pb?*, Cr®* e Ag*.343°

Os PsC também tém sido utilizados como sensores de espécies aniénicas. Wu et al.**
utilizaram PsC dopados com azoto na detecdo de hipoclorito de sédio numa gama de
concentracdo de 0-10 mM por extin¢cdo de fluorescéncia. Esta extin¢cdo de fluorescéncia
€ explicada pela transferéncia fotoeletronica seletiva dos atomos de azoto para o
hipoclorito. Os NPsC também poderdo detetar outras espécies anidnicas,
designadamente ides S? e S;03%.%

Lin et al.*" sintetizaram PsC utilizando cinzas provenientes de papel residual como fonte
de carbono, sendo a fluorescéncia destes materiais extinta por Fe®", o que permitiu
desenvolver um procedimento adequado para a detecdo de pesticidas
organofosforados. Este baseia-se na extin¢cdo da fluorescéncia do sistema por agéo de
Fe®* oriundo da oxidacdo de Fe?* por H;O,, este Ultimo proveniente da decomposicdo
da acetilcolina num sistema multienzimatico de acetilcolinesterase com a colina oxidase.
A adicdo progressiva de cloropirifos provoca um aumento de fluorescéncia do sistema

ao inibir a atividade da acetilcolinesterase.
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Outra aplicacdo desenvolvida para a detecdo de substéncias moleculares foi
conseguida por Wu8, criando um sistema baseado em PsC capaz de detetar H,S. Os
PsC funcionam como doadores de energia, sendo a azida de naftalimida o recetor
qguando na presenca de H,S. Como tal, o aumento da concentracdo de H,S, faz
desaparecer a emissdo azul dos PsC, aumentando a emissdo verde da azida de

naftalimida, induzindo assim uma mudanca do azul para o verde distinguida a olho nu.*®

Para além destes exemplos, os PsC podem também ser usados em ensaios de detecao
de proteinas hémicas, como por exemplo hemoglobina, onde Qu et al.*° desenvolveram
um sistema de NPsC sintetizado por via hidrotérmica utilizando como fonte de carbono
acido ascorbico. Estes nanomateriais apresentaram elevada sensibilidade (com um
limite de detecdo de 20 pM) e seletividade para esta proteina, comparativamente, por

exemplo, a albumina de soro bovino (BSA), caseina e citocromo c.

[.3.2 - Fotocatalise

Devido ao seu potencial carcinogénico, mutagénico e propriedades bactericidas,
poluentes organicos presentes nas aguas residuais industriais tém atraido fortemente a
atencdo da comunidade cientifica durante as ultimas décadas. Recentemente, a area
da organocatdlise tem vindo a ganhar destaque devido as desvantagens que 0s
catalisadores baseados em metais nobres e semicondutores apresentam,
nomeadamente o seu elevado custo e toxicidade inerentes. Wang et al.** sintetizaram
PsC usando glucose e &cido cloridrico, aplicando-os posteriormente na degradacao
fotocatalitica do azul de metileno. Os resultados obtidos demonstraram que sob
irradiac@o continua de luz durante 60 minutos, o azul de metileno foi completamente
degradado, com a vantagem de os NPsC, devido a sua estrutura e fotoestabilidade,

poderem ser separados e reciclados eficientemente.*!

[.3.3 —Bioimagiologia

Dada a sua baixa toxicidade e excelentes propriedades fluorescentes, os PsC tém
demonstrado um grande potencial no campo da bioimagiologia.*®* GQDs foram aplicados
em imagiologia de células do cancro da mama MCF-7 por Dong et al.*2. O estudo
demonstrou que a membrana celular, citoplasma e o nlcleo podem ser marcados por
GQDs fluorescentes. Este trabalho foi pioneiro na utilizacdo de materiais fluorescentes

de carbono como marcadores fluorescentes do nucleo celular.'®
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[.3.4 — Optoelectronica

Beneficiando das suas propriedades optoelectronicas, os PsC tém vindo a demonstrar
grande capacidade para aplicacdo em dispositivos optoelectronicos eficientes,
nomeadamente na concecdo de LEDs e células solares.*® Mirtchev et al.* reportaram o
uso de PsC obtidos a partir de »butiro-lactona, como sensibilizadores em células solares
de TiO2, demonstrando uma poténcia de eficiéncia de conversao de 0.13%. Em sistemas
de células solares, estes nanomateriais limitam a recombinacéo de carga e melhoram o
transporte da mesma, levando a um melhoramento dessas propriedades, especialmente

apos a dopagem com heteroatomos.*®

1.4 — INDUSTRIA DE PRODUCAO DO AZEITE

O azeite € obtido a partir da azeitona, fruto das oliveiras (Olea europea L.; Figura 1.5),
por processos mecéanicos e operacfes unitarias, que podem incluir prensagem,
lavagem, decantacdo, centrifugacéo e filtracdo. O azeite tem alto valor nutricional e
dietético, com uma producédo anual de 2.9 milhdes de toneladas/ano nos ultimos cinco
anos.® A producdo de azeite é extremamente importante para a atividade agroindustrial
na regido do Mediterraneo, representando ca. 95% da producdo mundial, onde os

paises da unido europeia representam ca. 71% da cota mundial.*®

Figura I.5 — Oliveiras na regiéo de Vila de Rei, Portugal.*’

I.4.1 —Processos de Extracao do Azeite

Tipicamente, o0 azeite € extraido da pasta de azeitona obtida ap6s esmagamento e
malaxacdo de azeitonas por dois processos principais: prensa descontinua (P) e
centrifugacao continua. Este ultimo, pode operar por centrifugagcédo de duas fases (2F)
ou trés fases (3F). Geralmente, dois tipos de residuos séo obtidos, o bagacgo (processo
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de prensa e 3F) e um residuo aquoso chamado de agua residual do processamento
industrial do azeite (ARPIA).*® Quando é usado o processo de centrifugacdo de 2F, um
bagaco com maior contetido de agua é obtido (55-70%), para além do residuo aquoso
(AR-2F) proveniente das lavagens finais do azeite.*® Embora o bagaco deste Ultimo
processo tenha maior contetido de agua e seja por essa razao mais dificil de processar
comparativamente aos outros dois, estratégias industriais de recuperacdo de 6leo e
gestdo deste mesmo bagaco proveniente de sistemas 2F estdo atualmente
implementados e em uso.*® Independentemente do processo utilizado, 200-1600 L de
aguas residuais industriais sdo produzidas por tonelada de azeitona processada.*® Os
sistemas P e 2F geram as menores quantidades de efluente aquoso, sendo estas duas

Gltimas tecnologias de processamento as mais utilizadas.*®

1.4.1.1 - Centrifugacado Continua de Duas Fases

Os processos de extracdo continua de azeite utilizam decantadores industriais para
separar todas as fases por centrifugagdo. Esta tecnologia baseia-se nas diferencas de
densidade dos componentes da pasta de azeite (azeite, agua e solidos insollveis). Esta
metodologia processual, através de pequenas alteracdes, podera operar sistemas de
3F ou 2F. De forma a minimizar o consumo de 4gua e respetiva producao de ARPIA,
reduzindo assim o impacto ambiental do processo, a extracdo do azeite por

centrifugacéo continua de 2F (Figura 1.6) foi desenvolvida na década de 90.
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Figura |.6 — Diagrama de blocos para sistemas 2F. Adaptado de Dermeche et al..*®

Usando esta tecnologia, a pasta de azeitona € separada em duas fases: i) bagaco
hamido e ii) azeite. O bagac¢o humido obtido € um subproduto semi-solido que pode ser
reprocessado para recuperar o 6leo que nao foi separado na primeira centrifugacéo e
aumentar os rendimentos. De fato, existem dois tipos de 6leo de bagaco: i) 6leo extraido
com solventes (tradicional) e ii) 6leo obtido por uma segunda centrifugacdo. Este
processo tem sido apelidado de “decantadores ecolégicos” pela redu¢cdo no consumo
de agua. Por isso mesmo, este processo tem-se tornado predominante e tem vindo a

substituir os processos de extragdo por 3F.*849

1.4.1.2 - Centrifugacéo Continua de Trés Fases

O processo de extragéo continua de azeite por decantador de 3F (Figura 1.7) tem como
principal desvantagem, relativamente ao processo de extracdo de 2F, a grande

guantidade de agua utilizada.
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Figura |.7 — Diagrama de blocos para sistemas 3F. Adaptado de Dermeche et al..*®

O processo adiciona agua quente as duas etapas de centrifugagéo, produzindo grandes
guantidades de ARPIA (80-120 L/100 Kg de azeitona). Este sistema, assim como o de
2F apresenta como vantagens a autonomia processual, a obtencéo de 6leo de excelente
gualidade e ainda, menores areas de producdo. Contudo, devido ao seu alto consumo

de 4gua e energia, tem vindo a cair em desuso.44°

.4.1.3 —Prensa

O processo descontinuo de extracdo do azeite (Figura 1.8) € o mais antigo para a

obtencao do azeite da azeitona.
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Figura 1.8 - Diagrama de blocos para sistemas de prensa. Adaptado de Dermeche et al..*®

A pasta de azeitona é direcionada para uma etapa de prensagem, onde tipicamente dois
discos compactam a fase sélida da pasta para a percolar em duas fases liquidas (azeite
e agua de vegetacao). Pequenas quantidades de 4gua séo adicionadas para facilitar a
separacao do azeite. O subprocesso de extragédo por prensa produz uma fragédo soélida
chamada de bagaco de azeitona que contém polpa de azeitona, peles, inorganicos e
agua, sendo esta mistura separada das ARPIA por decantagdo. Este método oferece
como principais vantagens, a utilizagdo de equipamento barato e a simplicidade de
processos. Uma outra vantagem, e ndo menos importante, é a pequena quantidade de
ARPIA produzida em comparagdo com sistemas 3F (ca. 40 a 60 L/100 Kg de
azeitonas).*® Contudo, devido ao fato de ser um processo descontinuo e de necessitar
de um maior numero de trabalhadores, este processo tem vindo a cair em desuso desde
0s anos 70 do Séc. XX.4849

1.4.2 - Aguas Residuais do Processamento Industrial do Azeite

Tipicamente as ARPIA sao caracterizadas pela sua baixa biodegrabilidade (CQO até
220 g O2/L e CBO até 100 g O2/L)%*%! representando um sério problema para o seu
tratamento. A toxicidade/fitotoxicidade deste efluente esta relacionada com a sua pobre

biodegrabilidade que normalmente é atribuida a presenca de altos niveis de polifenéis
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e derivados de fendis, que séo téxicos para a maior parte dos microrganismos, tendo
alto impacto em ambientes terrestres e aquaticos.*® O tipo de ARPIA gque se obtém, para
além do processo de extracdo associado, depende de varios parametros,
nomeadamente a variedade da azeitona, a maturidade da azeitona, as técnicas de
cultivo e as condi¢cbes pedo-climéaticas. Nas areas mediterraneas, essas aguas sao
produzidas durante o inverno (novembro a fevereiro) e as quantidades totais variam
entre 7 a 30 milhdes de m®/ano.5? As ARPIA representam ca. dois tercos dos residuos
do processamento do azeite e sdo maioritariamente compostas por 83-92% de agua
naturalmente presente nas azeitonas e 4gua adicionada ao processo.
Independentemente da tecnologia usada para a extragdo do azeite, o produto residual

representa um sério problema ambiental.5?

Nos paises mediterraneos, onde a area costeira é maioritariamente caracterizada por
condi¢Bes climaticas aridas ou semiaridas, a escassez de solo organico e a deficiéncia
de agua, conduz a que a utilizacdo mais adequada das ARPIA seja o tratamento e
utiizacdo destas no solo. Apesar da sua composigdo quimica poder causar
contaminacdo de solos e/ou da agua, 0 seu uso na agricultura como fertilizante é
promovido devido ao seu alto teor em nutrientes como N, P, K, Mg e Fe e uma taxa
consistente de matéria organica.®> Contudo, fatores chave sdo subestimados,
nomeadamente a textura e as propriedades do solo, a humidade, o lencol freatico e o
tipo de cultura, demonstrando produzir um impacto negativo na relacdo solo-planta.
Contudo, o uso controlado e moderado das ARPIA como fertilizante, pode néo causar
efeitos negativos a longo prazo para os parametros quimicos do solo, podendo até
resultar numa melhoria da fertilidade e da produtividade do solo, apesar dos efeitos
negativos a curto-prazo na qualidade do mesmo que podem ser negligenciados apés

um periodo de espera adequado.*®5?

Considerando toda a problematica associada a producdo deste efluente, sera
apresentado nesta Seccdo um resumo da composicdo quimica destas aguas, 0S
problemas ambientais inerentes e 0s respetivos tratamentos que se podem

implementar.

1.4.2.1 - Caracterizagdo e Composicao Quimica

Como referido anteriormente, as ARPIA apresentam baixos valores de biodegrabilidade
e quantidades consideraveis de polifendis. Por exemplo, sdo reportados valores de
fendis e polifendis entre 1.3-4.0 % (base seca), enquanto que o total de hidratos de

carbono pode variar entre 3.4-33.0 %, refletindo claramente a dependéncia que a
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composicdo deste residuo tem no processo de extracdo e noutros fatores ja

mencionados.

Os compostos fendlicos incluem substancias organicas que possuem anéis aromaticos
funcionalizados com um ou mais grupos hidroxilo. Compostos fendlicos de origem
natural, tém por base moléculas simples, como acidos fendlicos e compostos altamente

polimerizados, tais como os taninos.*°%*

Os polifendis sdo compostos mais complexos, com duas ou mais unidades fendlicas,
independente do nimero de funcionalidades hidroxilo, onde se incluem os flavonéides
e os taninos. Estes compostos tém como formas comuns a conjugacdo a outras
moléculas naturais como moléculas de agucares (mono-, di- ou oligossacaridos), acidos
organicos e lipidos, ou ligados a grupos hidroxilo de outros compostos fendlicos, ou
menos frequente, a atomos de carbono aromaticos. Estes compostos protegem as
plantas de doencas, luz ultravioleta e ajudam a prevenir a danificagdo das sementes até

germinarem.49:%

Os flavondides sdo compostos de baixa massa molecular, consistindo em quinze
atomos de carbono, rearranjados numa configuracdo C6-C3-C6; isto €, a estrutura
consiste em dois anéis aromaticos, A e B, unidos por uma ponte de 3 carbonos,
usualmente na forma de um anel heterociclico, C. O anel aromatico A é obtido via
acetato/malonato, enquanto que o anel B é derivado da fenilalanina via xiquimatos
(derivados do &cido xiquimico). Variagdes no padréo de substituicdo do anel C, resulta
noutras classes de flavonodides, tais como flavonoéis, flavonas, flavanonas, flavanonais,

isoflavononas e antocianidinas.>*

Os taninos sao compostos de alta massa molecular subdivididos em hidrolisaveis e
condensados. Os taninos condensados (Figura 1.9) sdo polimeros ou oligémeros de
flavondides, derivados de monomeros de flavan-3-ol, por exemplo. Os taninos
hidrolisaveis (Figura 1.10) derivam da esterificacdo do &cido gélico por um poli-ol e/ou
reacOes de acoplamento oxidativo, originando numerosos derivados. Tipicamente, o
poli-ol mais comum é a D-glucose, que por esterificacdo com acido gélico origina

galotaninos.®>**
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Figura 1.9 - Exemplos representativos de taninos condensados. Trés dimeros de procianidina (A,

B e C), um dimero de profisetinidina (D) e um trimero de procianidina (E).%®
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Figura 1.10 - Exemplos representativos de taninos hidrolisaveis. Derivado de galotanino (A) e

derivados de elagitaninos (B, C, D).%®

Tipicamente, os subprodutos dos processos extrativos do azeite tém como principais
compostos fendlicos, os acidos fendlicos e conjugacdes destes a unidades de acucares.
Os principais compostos obtidos para os acidos fendlicos encontram-se na Figura 1.11;
na Figura 1.12 encontram-se dois derivados comuns de compostos fendlicos ligados a

unidades glicosidicas.®
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HO 8]

BOR

R=H Aqido 4-hidroxifenilacetico
R=0H Acido 3, 4-dihidroxifenilacético

R

Ry

R4=H — Ry;=H Acido cindmico
R4=0H - R:=H p—r’-‘kcido cumarico
R4=0H — Rz=0H Acido cafeico
R4=0H — R;=0CH; Acido ferilico

OH

R

R{=0H — Rz=H — R3=H tirosol
R1=0H — R;=0H — R3=H hidroxitirosol
R1=0H — R2=0H — R2=0H 3 4-dihidroxifenilglicol

O

Rz:@/C“c}|1
R.

R{=0H -Rs=H ﬁu:_ido 4-hidroxibenzoico
R4=0H — Fz=0H Acido protocatecuico
R{=0H — Rz=0CH; Acido vanilico

Figura 1.11 — Derivados de &cidos fendlicos comuns em subprodutos obtidos do processamento

do azeite.*®

OH
HO

Figura .12 — Compostos fendlicos comuns nos subprodutos da producéo de azeite. oleuropeina

(A) e verbascoésido (B).#°

1.4.2.2 — Problemas Ambientais. Métodos de Tratamento e Valorizagéo

Processos e tecnologias para o tratamento das ARPIA e, em alguns casos, a sua

valorizagdo, tém sido intensamente investigados nos ultimos 70 anos, tendo sido

revistas as principais metodologias. Estas incluem tratamento fisico-quimico (e.g.
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filtracdo por membrana, coagulacao-floculacdo), digestdo aerdbica e anaerdbica, co-
digestao, métodos biolégicos combinados com fisico-quimicos e processos de oxidacdo
(e.g. 0zono/H20,, UV/H,02, Fenton e foto-Fenton). Apesar dos esforcos dedicados ao
estudo deste efluente, este ainda representa um problema ambiental que necessita de
novas estratégias focadas na sua valorizacao e estabelecimento efetivo de processos

industriais simples, praticos e sustentaveis para o efeito.4856:5

Como referido anteriormente, estas dguas contém grandes cargas organicas e elevadas
concentracdes de compostos fendlicos (0.5 a 24 g/L)*° e aclcares. Além disso, também
apresentam lipidos de cadeia longa que séo toxicos para microrganismos e plantas. O
problema agrava-se pelo fato de a producgéo do azeite ser sazonal, implicando que 0s
processos de tratamento sejam flexiveis o suficiente para operar em modo nao-
continuo, de outra forma, a alternativa passa pelo armazenamento. Adicionalmente, os
lagares de azeite sdo na sua maioria pequenas empresas, maioritariamente negécios

familiares, tornando o tratamento individual e no local impraticavel.>°

As préticas correntes aplicadas incluem descarga das ARPIA no solo, nos rios, nos
lagos e mares, mas também armazenamento/evaporacdo em lagoas. Problemas
ambientais relacionados com contaminagdo de solos, poluicdo de aquiferos, maus

odores e proliferacédo de insetos séo regularmente encontrados.*°

Os limites legais para descarga de aguas residuais dispostas no Decreto-Lei n°236/985%8
relativamente a CQO e CBO é de 150 mg O/L e 40 mg O./L, respetivamente e para
fendis, o valor maximo admissivel é de 0.5 mg fenol/L. Comparando com os valores
indicados anteriormente, estas aguas apresentam quase sempre valores muito acima

do limite legal.

Processos fisicos simples como diluicdo, evaporacdo, sedimentacado, filtracdo e
centrifugacéo, tém sido implementados no tratamento das ARPIA. Nenhum destes
processos consegue por si sO, reduzir a carga organica e toxicidade a valores aceitaveis.
Normalmente, a combinacdo de processos fisicos ou a combinacdo destes com
unidades de coagulag&o/floculacdo ou tecnologias de adsorcéo, levam a remogdes mais
eficientes de carga organica. Al-Malah et al.>® demonstraram que apés centrifugacéo, o
CQO foi reduzido em 21% e o CBO em 15%. Filtracdo adicional ndo eliminou o CQO,
mas levou a uma reducéo adicional de 16% no valor de CBO. O filtrado obtido foi depois
sujeito a uma etapa de adsor¢ao em carvao ativado, com uma percentagem maxima de
remocdao de fendis ca. 81% e de CBO ca. 71%, utilizando uma concentracédo de 21 g/L

de carvédo ativado.%57
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A oxidacdo por reagente de Fenton foi aplicada por Nieto et al.®°, utilizando FeCls como
catalisador na presenca de peréxido de hidrogénio. Verificou-se que a degradacéo de
matéria organica (90%) e compostos fendlicos (>95%) nas ARPIA foi conseguida com
boa eficiéncia, utilizando um récio [FeCls]/[H202] entre 0.02-0.04 (p/p). O pH 6timo € 3,
sendo este conseguido com a adicdo do catalisador, bastando ter um racio
[FeCls])/[H20;] > 0.01. Hodaifa et al.5! aplicaram o mesmo tratamento, mas em modo
continuo num reator CSTR. Ficou demonstrado que a pH 3, com tempo de residéncia
de 3 horas, um réacio [FeCls]/[H202] entre 0.026 - 0.058 (p/p), com uma concentracao de
Fe(Ill) 0.35-0.4 g/dm? e a temperatura ambiente, se conseguia remover 97% da matéria

organica e 99% dos compostos fendlicos presentes nas ARPIA 5061

Através da combinacdo de oxidacdo avancada por UV/Osz com processos de
biodegradacéo, Lafi et al.®? verificou que este processo leva a grandes niveis de
remocdo de CQO (>90%) quando comparado com outros tratamentos de Unico estagio

sob as mesmas condicdes operatorias.®?

Sendo a compostagem um processo bioquimico de degradacao aerébica, Chowdhury
et al.®® demonstraram que a sua aplicacdo nas ARPIA é um processo viavel para
produzir composto maduro e livre de patogenos, garantindo maximos beneficios na
producdo de culturas. Outras alternativas de valorizacdo tém sido recentemente
descritas na literatura, envolvendo a producédo de diversos produtos, designadamente
adsorventes, producédo® de antioxidantes, biopolimeros, enzimas e corantes®® para
téxteis. A sua aplicacdo a nivel industrial carece de desenvolvimento de forma a
aumentar a viabilidade econdmica dos processos, adicionando valor aos produtos da

producéo de azeite.®%3






Resultados e Discussao

27

I — RESULTADOS E DISCUSSAO



Resultados e Discussao

28




Resultados e Discussao 29

1.1 — PREAMBULO

O desenvolvimento de processos de sintese, a avaliacdo das propriedades fotofisicas,
caracterizacao estrutural, métodos de purificacdo e aplicacdo de NPsC como sensores,
tem sido amplamente estudado e suscitado o interesse da comunidade cientifica,
atendendo a baixa toxicidade e elevada biodegrabilidade exibida por estes

nanomateriais.

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os métodos de sintese utilizados na
obtencédo de NPsC provenientes de aguas residuais da industria do azeite, ao longo do
texto designados por AR-2F-16, AR-2F-17 e AR-P. Estes residuos apresentam um forte
impacto para o ambiente, estando associados a varios problemas ambientais devido a
sua elevada carga organica e baixa biodegrabilidade. A caracterizagdo das ARPIA foi
realizada por quantificacdo de fendis totais, flavondides, taninos, agucares totais,
cloretos, nitratos, cinzas, lipidos, e proteinas, e ainda por FTIR, analise elementar, CQO
e CBO.

Os NPsC obtidos foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN *H/*3C), andlise
elementar (AE) e microscopia electronica de transmissdo (TEM). Da diversidade de
NPsC sintetizados a partir dos diferentes tipos de efluente estudados, a caracterizagédo
estrutural e morfolégica apresentada diz respeito aos nanomaterias que exibiram

melhores propriedades luminescentes (rendimento quantico mais elevado).

A avaliagéo das propriedades fotofisicas dos NPsC foi efetuada por espectroscopia de
absorcéo no estado fundamental e luminescéncia no estado estacionério. O tempo de

vida foi obtido para os NPsC obtidos a partir do efluente AR-2F-17.

Sera ainda demonstrada a capacidade sensorial dos NPsC sintetizados, como
biossensores de proteinas hémicas em solucdo (tampéao fosfato), recorrendo a

espectroscopia de fluorescéncia de estado estacionario como método de detecao.
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.2 — CARACTERIZACAO DAS AGUAS RESIDUAIS DO
PROCESSAMENTO INDUSTRIAL DO AZEITE

Nesta Seccdo serdo descritas e discutidas as andlises realizadas para a
caracterizacdo das ARPIA.

A composicdo das ARPIA depende do tipo de processo empregue na obtencdo do
azeite. No presente trabalho foram estudadas aguas residuais provenientes de
processos de extragdo de azeite por centrifugacdo de 2 fases (AR-2F), recolhidas em
2016 e 2017 e também por processo de prensagem (AR-P). As AR-P apresentaram
cor negra, exibindo um teor de sélidos (TS) de 58.9 gL, pH 4.73 (25°C) e uma
condutividade de 10.89 mS cm? (15°C). As AR-2F-16 caracterizam-se por ter uma
intensa turbidez e cor castanha clara, com um TS de 2.61 gL, pH 4.65 (25°C) e uma
condutividade de 0.695 mS cm? (16°C); por seu turno, as AR-2F-17 exibiram
igualmente turbidez e cor castanha, com um TS bastante mais elevado (30.72 gL?),
pH 4.59 (24°C) e uma condutividade de 0.226 mS cm? (24°C).

[1.2.1 — Caracterizacao estrutural
Neste tépico serdo descritos os resultados obtidos na caracterizagédo estrutural das
ARPIA (Tabela Il.1 e Figura 1l.1 a Figura 11.3).
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Tabela Il.1 - Caracterizacdo por FTIR e analise elementar do residuo obtido das aguas
residuais apds evaporacao e secagem sob vacuo a 105°C.

Analise Elementar

vmax (KBr) / cm-t (corrigida para o valor

de cinzas)

3414 (m, larga, OH), 3240 (o, NH), 3007 (0, CH), 2955 (0, CH3),
0/ 0%
2925 (f, CHz), 2855 (f, CHz), 1746 (f, C=0 éster), 1644 (0, c=0 = 86:52%; H, 8.84%; N,
- o 0,
AR-2F-16  4cidos/amidas), 1567 (m, N-H/ C=C), 1460 (m, CHz), 1380 (m, /1% € O (calc),
22.93%; S<0.3%.

CHs), 1240, 1163, 1120, 1095 e 1035 (m, C-O).

3423 (m, larga, OH), 3395 (0, NH), 2958 (0, CH), 2925 (f, CHz),
2856 (f, CHz), 1746 (f, C=O éster), 1618 (m, C=O C, 60.44%; H, 7.73%; N,

AR-2F-17 " 4cidos/amidas), 1462 (m, NH/ C=C), 1371 (m, CHs), 1240, 0.89% e O (calc.),
1163, 1120, 1095 e 1035 (m, C-O). 30.95%; S<0.3%.

3395 (m, larga, OH), 3260 (o, NH), 3050 (o, CH), 2965 (0, CHz),
2938 (f, CH2), 2875 (f, CH2), 1747 (f, C=0 éster), 1570 (m, N-H/
C=C), 1458 (m, CH2), 1372 (m, CHs), 1295, 1155, 1069 e 1017
(m, C-0).

AR-P

Absorvancia /u.a.

3500 2500 1500 500
vicm1

Figura ll.1 - Espetro de FTIR das AR-2F-16 em pastilha de KBr.



Resultados e Discussao 32

Absorvancia /u.a.

VAN, .

3500 2500 1500 500
vicm1

Figura 1.2 - Espetro de FTIR das AR-2F-17 em pastilha de KBr.

Absorvancia /u.a.

3500 2500 1500 500
vicm1

Figura 11.3 - Espetro de FTIR das AR-P em pastilha de KBr.

[1.2.2 — Quantificacdo de Compostos Fendlicos
A quantificagdo de compostos fenodlicos, assim como flavonoides e taninos foi

realizada nas diferentes amostras de ARPIA, recorrendo a métodos descritos e/ou

adaptados da literatura.64:6567.68
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[1.2.2.1 — Quantificacdo de Fendis Totais

Os fendis totais nas ARPIA foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu.%45°
Este método colorimétrico baseia-se na reacdo entre os compostos fendlicos
presentes na amostra com um complexo &cido de fosfomolibdato/fosfotungstato,
resultando num complexo de cor azul com absorcdo a 725 nm. A quantificacdo de

fendis totais obtida é apresentada na Tabela Il.2.

Tabela 1.2 - Quantificacdo de fendis totais presentes nas ARPIA.

ARPIA Equiv. Acido galico (gL™) = Equiv. Acido tanico (gL™)
Ar-2F-16 0.17 0.21
Ar-2F-17 1.75 2.27

AR-P 3.68 4.77

Dados da literatura indicam para &aguas residuais provenientes do processo de
centrifugacédo, um valor de fendis totais de 3.40 g/L% e para dguas provenientes do
processo de prensagem ca. 4.20 ¢g/L%® (ambos expressos em teor de sélidos).
Comparando com os valores obtidos, verifica-se que as AR-2F-2016 apresentam um
conteudo de fendis totais bastante mais baixo. Este resultado podera ter origem no TS
presente na amostra. Nas AR-P o valor de fendis totais € similar ao descrito na
literatura, embora mais baixo para o acido galico e superior para o acido tanico. As
ARPIA provenientes de AR-2F-2017 exibem valores mais baixos quando comparados

com a referéncia®®.

[1.2.2.2 — Quantificacdo de Flavondides

A quantificagdo de flavondides nas ARPIA foi realizada pelo método colorimétrico do
cloreto de aluminio®’. Reagbes de complexacdo entre o catido A" e os flavondides
presentes na amostra, originam complexos de cor amarela com absorc¢do entre 410-

430 nm.®” Os resultados obtidos s&o apresentados na Tabela I1.3.

Tabela I1.3 - Quantificagdo de flavonodides presente nas ARPIA.

ARPIA Equiv. Quercetina (gL™?)
AR-2F-16 0.01
AR-2F-17 0.72

AR-P 0.30
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A andlise dos resultados mostra que a quantidade de flavondéides presente nas AR-
2F-17 é muito superior as AR-2F-16. A percentagem de flavonéides nas AR-2F-17
relativamente aos fendis totais é ca. 32% (por comparacdo com equiv. acido tanico);
sendo este valor bastante mais baixo nas AR-2F-16 (ca. 6.5%). O valor obtido nas

AR-P foi ca. 6.1%, valor da mesma ordem de grandeza do encontrado nas AR-2F-16.

[1.2.2.3 — Quantificagc&o de Taninos

A quantidade de taninos nhas ARPIA foi estimada apds precipitacdo com po6 de pele
cromado, seguida de analise colorimétrica do filtrado pelo método de Folin-Ciocalteu
utilizado na determinagéo da quantidade de fendis totais. O teor de taninos presente
nas ARPIA foi entdo determinado pela diferenga com o valor de fendis totais (Tabela
11.4).58

Tabela 11.4 - Quantificagdo de Taninos presentes nas ARPIA.

ARPIA Equiv. Acido gélico (gL™)  Equiv. Acido tanico (gL™)
AR-2F-16 0.09 0.12
AR-2F-17 1.33 1.73

AR-P 2.17 3.02

Os resultados obtidos mostram que a percentagem de taninos relativa aos fendis totais
para as AR-P (comparando com equiv. acido tanico) é ca. 63% e para as AR-2F-16
ligeiramente menor (58%.). Estes resultados demonstram que os polifendis presentes
nas AR-P tém um maior contetdo de taninos quando comparado com as AR-2F-16.
As AR-2F-17 apresentam uma quantidade de taninos na quantidade de fendis totais

muito superior comparativamente as outras amostras de ARPIA (ca. 76%).

[1.2.3 - Quantificacdo de AclUcares

A quantificagdo dos acUcares totais nas ARPIA foi realizada por método
espectrométrico adaptado da literatura®®, usando B-D-glucose como referéncia (Tabela
[1.5). Neste método, a adicdo de acido sulfdrico promove a hidrélise dos acucares
complexos (oligo e polissacaridos) nos correspondentes monossacaridos. As unidades
de pentose e hexose séo posteriormente desidratadas a furfural e hidroxi-metilfurfural,
respetivamente. A condensacdo dos produtos de desidratacdo com fenol origina

derivados com absor¢éo a 480-490 nm.%%7°
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Tabela I.5 - Quantificac@o de agUcares totais nas ARPIA.

ARPIA Equiv. B-D-glucose (gL™)
AR-2F-16 0.36
AR-2F-17 8.90

AR-P 154

Estes resultados evidenciam um teor de acglcares nos trés efluentes de ARPIA
estudados muito diferente dos valores descritos na literatura®. Nas AR-P o valor de
referéncia € ca. 7.00 gL %, menos de metade do valor obtido. Para as dguas obtidas
do processo de centrifuga, a literatura refere ca. 2.80 gL ®, valor superior ao obtido
nas AR-2F-16, mas bastante inferior ao das AR-2F-17. Comparando a quantidade de
acucares obtida (em %TS) nos efluentes com a mesma origem (AR-2F), verifica-se
que as AR-2F-16 apresentam ca. 13.71 % de TS e nas AR-2F-17 esse valor é ca.
28.96% de TS. A avaliacdo destes resultados mostra que o conteido em agucares s&o
uma das grandes diferencas na composicdo das ARPIA com a mesma origem de
processamento, permitindo assim inferir, que existe uma grande flutuacdo na

composicao da matéria-prima consoante o ano de recolha.

[1.2.4 — Quantificacdo de Lipidos
A quantificacdo de lipidos nas ARPIA foi realizada por extracdo com n-hexano,
isolando os lipidos da fase orgénica por evaporacao e secagem sob vacuo a T<40°C.

Na Tabela 1.6 encontram-se os valores obtidos.

Tabela 1.6 — Quantificacdo dos lipidos presentes nas ARPIA.

ARPIA Lipidos (% de TS)
AR-2F-16 16.2
AR-2F-17 26.9

AR-P 3.86

Os resultados obtidos permitem concluir que o tipo de processamento da matéria-
prima na producédo do azeite tem uma influéncia muito significativa na quantidade de
lipidos presentes nas ARPIA. Os processos de centrifuga de duas fases parecem
demonstrar a ocorréncia de efluentes com uma composicdo mais rica em lipidos

comparativamente aos efluentes obtidos a partir dos processos de prensa.
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[1.2.5 - Quantificacao de Proteinas
A determinacdo do teor de proteinas nas ARPIA tem por base a formagdo de um
complexo entre as proteinas presentes na amostra e o0 azul de Comassie, complexo

com absorcdo a 620nm’* (Tabela 11.7).

Tabela Il.7 - Quantificacdo de proteinas nas ARPIA.

ARPIA Equiv. BSA (gL
AR-2F-16 0.09
AR-2F-17 3.81

AR-P 5.25

Os resultados obtidos sdo superiores aos descritos na literatura para efluentes de
ARPIA da mesma natureza (em AR-P = 3.80 g/L e em aguas obtidas do processo de
centrifuga referenciam o valor de 2.00 g/L).%¢ Contudo, o valor obtido nas AR-2F-16 é

inferior a literatura®, muito provavelmente devido ao seu TS.

[1.2.6 — Quantificacdo de Cloretos

Dado o contetido de compostos inorganicos nas ARPIA, procedeu-se a quantificacdo
de cloretos recorrendo ao método de Mohr.”® Este método baseia-se na quantificacdo
de iBes cloreto por titulacdo com nitrato de prata, resultando na precipitacéo de cloreto
de prata. O indicador normalmente usado é o cromato de potassio, sendo o ponto final
da titulag&o caracterizado pela precipitagdo de cromato de prata de cor vermelha, que
se forma apds o consumo dos ides cloreto pelos ides de prata.”” Na Tabela 11.8 s&o

apresentados os valores obtidos para as ARPIA estudadas.

Tabela 11.8 - Quantificacdo de Cloretos presentes nas ARPIA.
Tipo de efluente = Cloretos (% de TS)

AR-2F-16 4.2
AR-2F-17 2.3
AR-P 3.8

[1.2.7 — Quantificacdo de Nitratos
A quantificacdo dos nitratos nas ARPIA foi realizada recorrendo ao método do acido
salicilico’?. Neste método, uma solucdo de A&cido salicilico em &cido sulfurico

concentrado é adicionada a amostra de ARPIA, promovendo a nitragdo do anel
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fendlico do &cido salicilico por parte dos nitratos presentes, que apoés alcalinizacdo a

pH 12, origina um complexo com absorcéo a 410-420 nm’? (Tabela 11.9).

Tabela 1.9 — Quantificag&o dos nitratos presentes nas ARPIA.

ARPIA Equiv. NaNOs (% TS)
AR-2F-16 1.48
AR-2F-17 2.03

AR-P 1.51

Os efluentes objeto de estudo apresentam idéntica composigdo em nitratos, tendo as

AR-2F-17 um valor ligeiramente superior (ca. 0.5%).

[1.2.8 — Quantificacao de Cinzas

A quantificacdo de cinzas é de extrema importancia, pois define a fracdo inorganica
presente, contribuindo para a clarificacdo de alguns aspetos relacionados com a
sintese dos nanopontos de carbono. As cinzas foram determinadas pelo método de
Sluiter.” Na Tabela I1.10 encontram-se os valores obtidos para as diferentes ARPIA

estudadas.

Tabela 11.10 — Quantificacdo de cinzas presentes nas ARPIA.

ARPIA Cinzas (% TS)
AR-2F-16 16.8
AR-2F-17 5.15

AR-P 18.2

A Tabela II.11 retine dados da literatura do contetido em cinzas em ARPIA."

Tabela 1.11 — Percentagem de cinzas em fungdo do TS de aguas de diferentes regiées em
funcado do processo de extragao.”™
Azerraj (n=4) Chemlal (n=5) Sigoise (n=3) Azerraj (n=7) Chemlal (n=6) Sigoise (n=4)

— processo -— processo — processo - processo 3 — processo 3 - processo 3
prensa prensa prensa fases fases fases
16.7 % 22.7% 32.1% 14.2% 9.76% 15.6%

O valor de cinzas obtido para as AR-P é superior ao obtido nas ARPIA da regido de
Azerraj e ligeiramente mais baixo comparativamente ao efluente de Chemlal e de

Sigoise. Nas ARPIA provenientes do processo extrativo de duas fases, as AR-2F-17
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apresentam um valor mais baixo do que as AR-2F-16. Por comparacao com os valores
descritos na literatura " para o processo de trés fases, o valor de cinzas nas AR-2F-

17 é inferior, mas sempre superior nas AR-2F-16.

[1.2.9 —CQO e CBOs

A caréncia quimica de oxigénio (CQO) e a caréncia bioquimica de oxigénio (CBOs)
foram determinados por métodos reportados.” A sua quantificacdo permitiu estudar a
biodegrabilidade dos efluentes objeto de estudo. Na Tabela 11.12 sdo apresentados 0s

valores obtidos.

Tabela 11.12 — Valores obtidos de CQO, CBOs e biodegrabilidade para as ARPIA.

CQO CBOs
ARPIA CBOs/CQO
(gO2LY)  (gO2LY)
AR-2F-16 5.2 3.5 0.7
AR-2F-17 112.5 425 0.4
AR-P 83.9 18.5 0.2

Da analise dos resultados obtidos, verifica-se que as AR-2F-17 e as AR-P apresentam
uma baixa biodegrabilidade; por outro lado, as AR-2F-16 revelam um valor de CBOs

muito mais proximo do valor de CQO.

[1.2.10 - Composic¢do sumativa das aguas
A Tabela 11.13 reune os resultados da quantificagdo das caracteristicas fisico-quimicas

determinadas para as ARPIA em andlise.
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Tabela 11.13 — Caracteristicas Fisico-Quimicas das ARPIA.

Parametro AR-2F-16 AR-2F-17 AR-P
pH 4.7 (25°C) 4.6 (24°C) 4.7 (25°C)
Condutividade (mS/cm) a [TS] = 2.61 g/L 0.7 (16°C) 0.2 (24°C) 10.5 (15°C)
Sélidos Totais (TS) (g/L) 2.6 30.7 58.9
Cinzas (% de TS) 16.8 5.2 18.2
CQO (g O2/L) 5.2 113 83.9
CBOs (g O2/L) 35 425 18.5

Na Tabela 11.14 sdo apresentados os resultados globais da quantificacdo da

composicao organica das ARPIA objeto de estudo.

Tabela 1.14 — Composi¢éo Organica aproximada das ARPIA.
Parametro Ar-2F-16% AR-2F-17% AR-P?

Fendis Totais

(equiv. acido galico) 03 >7 03
(equiv. acido tanico) 8.2 7.4 8.1

(equiv vanilina) 15.8 - 15.6
Flavonoides (equiv. quercetina) 0.5 2.4 0.5
Taninos (equiv. 4cido gélico) 34 4.3 3.7
(equiv. acido tanico) 4.7 5.6 5.1
(equiv. vanilina) 8.0 - 8.8
AcUcares totais (equiv. D-glucose) 13.7 29.0 26.2
Proteinas (equiv. BSA) 3.3 12.4 8.9
Lipidos 16.2 26.9 3.8

a) Valores expressos em percentagem de TS de efluente.

Das andlises efetuadas, foi possivel quantificar ca. 60% de matéria organica nas AR-
2F-16 e valor similar foi encontrado nas AR-P (ca. 65%). Nas AR-2F-17 o valor &
ligeiramente superior (80%). Verificou-se também que as variagdes na composi¢ao

das aguas residuais provenientes do mesmo processo extrativo sdo consideraveis.
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1.3 — SINTESE DE NANOPONTOS DE CARBONO (NPsC) A
PARTIR DE ARPIA

Nesta Seccao serdo apresentados e discutidos os métodos de sintese empregues na
obtencéo de NPsC a partir de ARPIA com origem em processos extrativos distintos,
designadas ao longo do texto por AR-2F-16, AR-2F-17 e AR-P.

A caracterizacao estrutural e 6tica dos NPsC seré igualmente descrita e os resultados
racionalizados com o método empregue na sua preparacao, correlacionando a fonte
de matéria-prima vs. condi¢bes reacionais, com as propriedades exibidas pelos
nanomateriais.

Os rendimentos quanticos apresentados foram determinados utilizando sulfato de
quinino em H>S0O4 0.01M como padréo (vide 11.2 da Parte Experimental).

[1.3.1 — NPsC obtidos a partir de AR-2F-16
As AR-2F-16 foram usadas como fonte de carbono na preparagdo dos NPsC por

tratamento hidrotérmico recorrendo a aquecimento classico.

[1.3.1.1 — Sintese

Tipicamente, o vaso do reator foi carregado com uma amostra de AR-2F-16 (a escala
dos ensaios variou entre ca. 60 ou 120 mL) na presenca ou auséncia de aditivo
(etilenodiamina, ED) e a mistura reacional sujeita a tratamento hidrotérmico a uma
dada temperatura durante um periodo pré-definido. Um dos parametros de importancia
relevante é a temperatura, quer no rendimento massico, quer na natureza dos NPsC,
designadamente nas suas propriedades luminescentes (Tabela I1.15). Apresentam-se
na tabela seguinte os ensaios onde se utilizaram ca. 120 mL de AR-2F-16 e 27.5 puL
de ED, cuja mistura foi sujeita a tratamento hidrotérmico durante 8 horas e com

velocidade de agitacdo de 180 rpm.



Resultados e Discussao 41

Tabela 11.15 - Efeito da Temperatura no Rendimento Quantico e Rendimento Massico dos
NPsC.

Ensaio Temp? (°C) Presséo (bar) &2 % Massica NPsC
NPsC-AR-2F-16-I 150 5 0.04 49.8
NPsC-AR-2F-16-II 200 15 0.12 45.4
NPsC-AR-2F-16-ll 250 40 0.42 39.7
NPsC-AR-2F-16-IV 300 85 0.08 244

a) Aexc=340 nm.

Para além da temperatura, o efeito do tempo de reacéo nas caracteristicas dos NPsC
obtidos foi também avaliado. Nesse sentido, realizaram-se varios ensaios utilizando
uma carga de 60 mL de AR-2F-16, 13.8 uL de ED a 250°C, presséao de 40 bar e sem
agitacdo, fazendo variar o tempo de residéncia da mistura reacional no reator. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11.16.

Tabela 11.16 - Efeito do Tempo nas Caracteristicas dos NPsC obtidos por Tratamento
Hidrotérmico das AR-2F-16.

Ensaio Te(rrr]])po &2 % Massica de NPsC
NPsC-AR-2F-16-V 2 0.17 41.4
NPsC-AR-2F-16-VI 4 0.22 46.5
NPsC-AR-2F-16-VII 6 0.28 39.1
NPsC-AR-2F-16-VIII 8 0.34 39.5
NPsC-AR-2F-16-IV 12 0.15 31.0

a) Aexc=340 nm.

Tal como referido anteriormente, os NPsC também podem ser obtidos sem adicao de
ED. Assim, realizaram-se ensaios, quer na auséncia destes aditivos, bem como
recorrendo a utilizacdo de aditivos alternativos & ED. As reacgbes foram realizadas
utilizando condig@es tipicas: ca. 120 mL de AR-2F-16, temperatura de 250°C a uma

pressédo de 40 bar, durante 8 horas (Tabela 11.17).
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Tabela 11.17 - Efeito da Natureza do Aditivo nas Caracteristicas dos NPsC obtidos.

Ensaio Aditivo mmol/g TS #d | % Massicade NPsC
NPsC-AR-2F-16-X = = 0.087 40.2
NPsC-AR-2F-16-XI ureia 1.3 0.069 41.8
NPsC-AR-2F-16-XII NaOH 1.0 0.065 33.7
NPsC-AR-2F-16-lll ED 13 0.42 39.7

a) Aexc=340 nm.

Os resultados obtidos permitem inferir que dos aditivos testados vs. auséncia de
aditivo, o tratamento hidrotérmico das AR-2F-16 na presenca de ED produziu NPsC
com melhor rendimento quantico. Assim, foram realizados ensaios adicionais onde se
fez variar a quantidade de ED, mantendo as restantes condi¢des operatorias (Tabela
11.18).

Tabela 11.18 - Efeito da Quantidade de ED nas Caracteristicas dos NPsC obtidos.

] mmol % Méssica de
Ensaio &
ED/g TS NPsC
1.3 0.42 39.7
NPsC-AR-2F-16-Ill
0.33 46.0
NPsC-AR-2F-16-XIlI
0.15 46.7

NPsC-AR-2F-16-XIV
a) Aexc=340 nm.

z

Da avaliacdo dos resultados alcancados é possivel concluir que os NPsC com
melhores caracteristicas (¢ = 0.42 e rendimento massico de ca. 40%) foram
sintetizados a partir das AR-2F-16 por tratamento hidrotérmico na presenca de 1.3
mmol de ED/g TS.

Foi ainda realizado um ensaio suplementar ao anteriormente mencionado, utilizando
uma velocidade de agitacéo duas vezes superior (ca. 360 rpm). Os NPsC produzidos

apresentaram rendimento quantico inferior (ca. 0.30).

[1.3.1.2 — Propriedades Fotofisicas dos NPsC
As propriedades fotofisicas dos NPsC foram estudadas por espectroscopia de
absorcdo de estado fundamental (UV-Vis) e fluorescéncia de estado estacionario

(excitacdo e emissao) de dispersdes aquosas de NPsC. Os espetros que de seguida
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se apresentam correspondem aos NPsC anteriormente referidos, os quais
apresentaram maior rendimento quantico de fluorescéncia (Figura 11.4).

O espetro de UV-Vis exibe bandas bem definidas a ca. 239, 273 e 320 nm, sendo as
de maior energia atribuiveis a transicées n-n" do centro de carbono (rede C-sp?) e a
comprimentos de onda mais elevados, transi¢cdes n-x° ou mistura de transicdes n-n" e
n-n relacionadas com as funcionalidades (e.g. C=0, amidas/acidos) covalentemente
ligadas a superficie da matriz de carbono. Dispers@es aquosas dos NPsC (0.1 mg/mL)
gquando excitadas a 340 nm, emitem no azul (Figura 11.4) com um Aem max CeNtrado a
ca. 410 nm, com um desvio de Stokes de 0.85 eV (90 nm) e uma largura de banda a
meia altura (LBMA) de 0.54 eV (74 nm). O espectro de excitacdo (monitorizado a 410
nm) mostra que os croméforos com maior contribuicdo na emissdo dos NPsC,
apresentam transicdes eletronicas a 242 e 336 nm, sendo este Ultimo claramente

predominante.
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Figura Il.4 - Espetros de UV-Vis (linha cinza), emisséo (linha preta; Aexc=340 nm) e excitacdo
(linha azul; monitorizado a 410 nm) de dispersédo aquosa de NPsC (0.1 mg/mL), obtidos das
AR-2F-16.

E conhecido em muitos NPsC, particularmente naqueles em que as propriedades
luminescentes ndo dependem de espécies moleculares (embebidas na rede de

carbono ou ligadas a superficie), da forte dependéncia do maximo de emissdo com o
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comprimento de onda de excitacdo (Aexc). Esta propriedade torna os NPsC materiais
de grande interesse em diferentes areas de aplicacdo por apresentarem maximos de
emissao ajustaveis. Excitacdo entre 250-340 nm origina perfis de emisséo idénticos,
com aumento de intensidade ao longo do intervalo, com a intensidade mais alta a 410
nm. Por outro lado, a irradiacdo dos NPsC com menores energias, principalmente com
comprimentos de onda superiores a 380 nm, origina desvios significativos para o
vermelho, acompanhados de intenso hipocromismo. Por exemplo, quando excitados a
420 nm, a emissédo exibe o seu maximo a 485 nm, com o corte da emissao a ocorrer
a 700 nm (Figura 11.5).
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Figura II.5 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.1 mg/mL) com excitacdo

a diferentes comprimentos de onda (340 a 420 nm), obtidos das AR-2F-16.

Refira-se que o rendimento quantico de fluorescéncia (¢=) dos NPsC sintetizados foi
de 0.42 quando determinado a Aexc = 340 nm, diminuindo para ca. 0.20 a0 Aex de 380
nm.

Outras condicdes operatérias adiantes apresentadas, em que se utilizou o0 mesmo
efluente (AR-2F-16) na sintese de NPsC, produziram nanomateriais cujo rendimento

guantico de fluorescéncia foi da mesma ordem de grandeza (¢ = 0.35).

O efeito do pH na luminescéncia dos NPsC foi também avaliado fazendo variar o pH

da disperséo aquosa de NPsC (0.1 mg/mL, pH inicial 5.63) de 1 a 12, através da adicao
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de solugdes aquosas de HCI e NaOH, mantendo a concentracéo inicial da disperséo
de NPsC (Figura 11.6).
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Figura II.6 - Variag&o da fotoluminescéncia (lexc = 340 nm; monitorizando 0 Aem = 407 nm) de

disperséo aquosa de NPsC, obtidos das AR-2F-16 (0.1 mg/mL) em func&o do pH.

Verificou-se que apds excitacdo da dispersdo aquosa a 340 nm, a emissdo de
fluorescéncia (4em max = 407 NM) se manteve constante para valores de pH entre 1.0 e
7.5, decrescendo a partir deste Ultimo, até alcancar ca. 10% da intensidade inicial a
pH de 12.3. Os perfis de emisséo apresentados na Figura Il.7, demonstram que as
bandas de emissédo ndo apresentam alteracdes até pH 11, surgindo a partir deste valor
desvios batocrémicos (5 e 14 nm a pH 11.7 e 12.7, respetivamente). Estes resultados
demonstram a sensibilidade dos NPsC sintetizados a variagbes do pH do meio. O
ajuste subsequente dos valores de pH 11.0 para 7.3 ou de pH 11.7 para 1.4, revelaram
a recuperagdo da intensidade de luminescéncia em 85% do valor inicial. Este
comportamento € consistente com o0s sucessivos equilibrios acido/base que se
estabelecem durante variacbes de pH do meio, alteracbes essas que envolvem as

funcionalidades &cidas presentes na superficie dos NPsC.
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Figura 1.7 — Variacdo da Intensidade de emisséo com o pH.

A fotoestabilidade da dispersdo aquosa dos NPsC (0.1 mg/mL; pH=5.63) foi
confirmada sobre condi¢des de irradiacdo continua de UV (1exc=340 nm). O ensaio
efetuado demonstrou que até ca. de cinco horas de irradiacdo continua, a perda de

intensidade de fluorescéncia (monitorizada a 407 nm) é nula (Figura 11.8).
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Figura 11.8 - Variacdo da intensidade de fluorescéncia (monitorizada a 407 nm) de uma
dispersdo aquosa (0.1 mg/mL; pH=5.63) de NPsC apos irradiacdo continua (lexc=340 nm)

usando uma lampada de descarga de Xénon pulsado (poténcia média 7.3 W a 50 Hz).
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[1.3.1.3 — Caracterizagao Estrutural

A caracterizagao estrutural dos NPsC com maior rendimento quéantico de fluorescéncia
sintetizados a partir de AR-2F-16 foi realizada por FTIR, RMN (*H e **C) e andlise
elementar.

A analise elementar obtida para os NPsC apds correcao para cinzas (28.5%) foi de C,
54.76%; H, 6.68%; N, 4.20% e O (calculado), 34.37%. Comparando com os valores
obtidos para as AR-2F-16, o racio molar N/C e O/C aumenta de 0.022 para 0.066 e de
0.26 para 0.47, respetivamente, o que significa que tanto o conteldo em azoto como
em oxigénio, aumenta significativamente nos NPsC. O racio H/C decresce, mas em

pequena extensao (1.58 para 1.45), assim como o racio O/N (11.7 para 7.2).

O espetro de FTIR (Figura 11.9) revela que as bandas predominantes se encontram a
3420, 3245, 2963, 2858, 1655, 1568, 1410, 652 e 618 cm™. Comparando com o FTIR
das AR-2F-16, a matéria-prima empregue na producdo dos NPsC em andlise (vide
Seccéo I1.2.1), verifica-se que as bandas correspondentes a ligagdo OH e NH (3650-
3100 cm™) aumentam de intensidade, contrariamente as correspondentes a presenca
de compostos alifaticos (3030-2800 cm™, CH), as quais apresentam um claro
decréscimo, acompanhado com o desaparecimento da banda correspondente a
grupos éster (1746 cm?). O aparecimento de novas bandas, designadamente a 1655

e 1568 cm?, foram atribuidas a vibracdes de acidos/carboxilatos e amidas.

Absorvancia /u.a.
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Figura 1.9 - Espetro de FTIR dos NPsC obtidos das AR-2F-16 em pastilha de KBr.
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O espetro de RMN foi obtido tendo como principal objetivo identificar tentativamente
quais as funcionalidades dominantes e/ou tipologias de carbono na superficie dos
NPsC. O RMN *H dos NPsC (Figura 11.10) mostra sinais correspondentes a CH alifatico
situados entre 0.8-2.5 ppm, enquanto que o0s sinais que surgem entre 3.25-4.25 ppm
podem estar associados a ligacées CH-N e CH-O. Os sinais que aparecem no intervalo

6.5-8.6 ppm foram atribuidos a protdes arilicos.

| |

|
| Il

|
.'I ll IIII 'I lw y qu,\\ﬁ' I*JI |\‘U I‘\J-'a"'ll I“l*r Il“k .‘lh ‘I'.
t___J_.___.._____.....A_..-\_.«-JI'\__..J"' H\—'—_—’_’/ : \_’Lv w \M.«k.—--J \*\‘*

90 85 80 75 70 65 60 55 5.0 (4.5] 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm

Figura 11.10 - Espetro de RMN *H dos NPsC obtidos das AR-2F-16 (D20); *sinal do solvente
D20.

Os sinais observados no RMN 3C (Figura 11.11) séo de fraca intensidade. Contudo,
trés regibes podem ser distinguidas: 20-40 ppm correspondente a CH alifaticos, 50-75
ppm atribuiveis a C-sp® presentes em estruturas CH-N e CH-O e ainda ressonancias
ca. 120-145 ppm e 180 ppm que podem estar relacionadas com C-sp? de carbonos
arilicos e olefinicos, e carbonos quaternarios de grupos carboxilicos/carboxilato,

fendis/fenolatos, estruturas quindides e amidas, respetivamente.
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Figurall.11 - Espetro de RMN *3C dos NPsC obtidos das AR-2F-16 (MeOD); *sinal do solvente
MeOD.

[1.3.1.4 — Caracterizacdo Morfologica
Para obter uma caracteriza¢do morfolégica dos NPsC sintetizados foi realizada analise
de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) de dispersbes aquosas dos

nanomateriais (Figura 11.12).

Figura 1.12 - Imagens de TEM (microscopia eletrénica de transmisséo) dos NPsC.

Verificou-se que dispersbes aquosas de NPCs numa concentracdo de 25 pg/mL
(Figura 11.12 C) se verificava a formacéo de agregados compreendendo particulas de

tamanhos inferiores a 2.5 nm. A presenca de particulas maiores, ou aglomerados, de
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didmetros até 75 nm foram observadas (Figura 11.12 A e B) para concentra¢cdoes mais
elevadas (100 pg/mL) dos NPsC.

Os resultados obtidos por TEM demonstraram a presenca de NPsC com tamanhos
inferiores a 10 nm obtidos por tratamento hidrotérmico de ARPIA (AR-2F-16).
Verificou-se ainda uma natural tendéncia para ocorréncia de agregacdo das
nanoparticulas no estado sélido, mesmo para solu¢des aquosas bastante diluidas (25

pg/mL).

[1.3.2 — NPsC obtidos a partir de AR-P
Conforme os estudos apresentados na obtengcédo de NPsC a partir AR-2F-16 descritos
em 11.3.1, ensaios idénticos foram realizados a partir de um efluente gerado num

processo de extracdo de prensa (AR-P).

[1.3.2.1 — Sintese

Dada a diferenca de TS existente entre as AR-2F-16 e as AR-P, foram realizados
ensaios de forma a avaliar a influéncia do TS nos NPsC e ainda se a diluicdo das
AR-P recorrendo a AR-2F-16 como “solvente”, se refletia nas caracteristicas
luminescentes dos NPsC obtidos. Na Tabela I1.19 encontram-se os resultados obtidos
dos NPsC sintetizados por tratamento hidrotérmico de AR-P na presenca de AR-2F-
16 (carga do reator com Viera = 60 mL) a 250 °C (P = 40 bar), utilizando um réacio de

ED/TS de 0.08 e tempo de reagéo de 8 horas.

Tabela 11.19 — Efeito da adicdo de AR-2F-16 no Rendimento dos NPsC obtidos a partir de
AR-P.

Ensaio AR-P (mL) = AR-2F-16 (mL) & % Massica de NPC
NPsC-ARP- |
2.66 0 10.7 54.5
NPsC-ARP- 1
13.3 0 10.2 39.1
NPsC-ARP-III 13.3 46.7 14.5 384

a) Aexc=340 nm.
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Da analise dos resultados obtidos para os NPsC sintetizados, verificou-se que o ¢ é
melhorado com a adicdo de AR-2F-16 a m.r., embora bastante inferior ao alcancado
pelos NPsC sintetizados a partir de AR-2F-16; no entanto, o rendimento massico foi

similar.

11.3.2.2 — Propriedades Fotofisicas e Caracterizacdo Estrutural

As propriedades fotofisicas dos NPsC com maior rendimento quéantico de fluorescéncia
obtidos a partir de AR-P foram avaliadas a partir de dispersdes aquosas (0.1 mg/mL),
por espectroscopia de absor¢cdo no estado fundamental (UV-Vis) e por fluorescéncia
de estado estacionario (excitacao e emissao). O espetro de absor¢ao exibe uma banda
predominante a ca. 275 nm (Figura 11.13), sendo a banda responséavel pela emissao

maxima a que se encontra a ca. 335 nm.
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Figura 11.13 - Espetro de UV-Vis de uma dispersdo aquosa de NPsC (0.1 mg/mL) obtidos das
AR-P.

A dispersdo dos NPsC quando excitada a 340 nm (Figura 11.14), exibe um Aem max
centrado a ca. 420 nm, com um desvio de Stokes de 0.75 eV (85 nm) e uma LBMA de
0.63 eV (90 nm).
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Figura I1.14 - Espetro de emisséo (linha laranja; Aexc = 340 nm) e de excitagédo (linha azul;

monitorizado a 420 nm) de uma disperséo aquosa de NPsC (0.1 mg/mL), obtidos das AR-P.

Os NPsC sintetizados a partir das AR-P apresentam bandas caracteristicas no FTIR a
3429, 3252, 3005, 2926, 2845, 1655, 1566, 1458, 1164, 722 e 619 cm™*, mostram um
aumento das bandas correspondentes a ligacdes OH e NH (3650-3100 cm™) e a
diminuicdo de intensidade das bandas atribuiveis aos componentes alifaticos (3030-
2800 cm, CH) e ainda o desaparecimento da banda correspondente a grupos éster
(1741 cm™), comparativamente a matéria-prima. A presenca de bandas respeitantes a
acidos/carboxilatos e amidas (bandas a 1655, 1566 e 1458 cm™) estdo também

presentes (Figura 11.15).

Absorvancia /u.a.

3500 2500 1500 500
vicm1

Figura 11.15 — Espetro de FTIR dos NPsC, obtidos das AR-P em pastilha de KBr.
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[1.3.3 — NPsC obtidos a partir de AR-2F-17
Na presente Sec¢éo serdo apresentados os resultados obtidos na sintese dos NPsC
produzidos a partir de AR-2F-17 e comparados com 0s NPsC sintetizados a partir de

AR-2F-16 e AR-P j4 discutidos na presente dissertacao.

[1.3.3.1 — Sintese

Como mencionado anteriormente, independentemente do processo extrativo aplicado
na producao do azeite, a variabilidade encontrada na composi¢éo das ARPIA, podera
ter um impacto relevante nas caracteristicas dos NPsC obtidos por tratamento
hidrotérmico. Na Seccéo 1.2 foram avaliados diferentes pardmetros, nomeadamente o
teor de aclcares e proteinas presentes em ARPIA obtidas pelo mesmo processo
extrativo (extragdo de duas fases), mas recolhidas em anos diferentes (AR-2F-16 e
AR-2F-17). Verificou-se um maior conteudo de agucares e proteinas nas AR-2F-17,
contrastando com o valor de cinzas que é menor. Adicionalmente, as AR-2F-17
demonstraram um TS muito superior (30.72 g/L), assim como os niveis de CQO e
CBOs (112.5 gO2/L e 42.5 g/L, respetivamente; biodegrabilidade = 0.38).

As condic6es operatorias iniciais empregues na producao dos NPsC por tratamento
hidrotérmico a partir das AR-2F-17 foram as que produziram os melhores NPsC a partir
das AR-2F-16. Contudo, o resultado obtido a partir deste efluente, conduziu a um baixo
rendimento quéntico de fluorescéncia (¢ = 0.08).

Na tentativa de explorar a potencialidade deste efluente na producdo de NPsC com
caracteristicas satisfatérias, foram realizados outros ensaios onde se variaram alguns
parametros reacionais, nomeadamente a temperatura, utilizando um TS de 2.6 g/L, um

racio ED/TS de 0.16 e mantendo a m.r. durante 8 horas no reator (Tabela 11.20).
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Tabela 11.20 - Efeito da Temperatura no Rendimento Quantico e Rendimento Massico dos
NPsC.

Ensaio Temperatura (°C) Presséo (bar) ¢ % Méssica de NPsC
NPsC-AR-2F-17-12 150 5 0.074 23.9
NPsC-AR-2F-17-I1 200 15 0.148 30.3
NPsC-AR-2F-17-ll 250 40 0.131 58.0

NPsC-AR-2F-17-

300 85 0.032 55.4
(VA

a) Reacdo de 12 horas.
b) Reagdo com TS de 30.72 g/L e racio ED/TS de 0.25.
C) Aexc=340 nm.

As condi¢cles testadas parecem mostrar que para 0 mesmo tempo de reagdo, o
aumento de temperatura de 200°C para 250°C tem um impacto negativo no rendimento
guéantico. Variando o tempo de reacdo para 4 horas e 12 horas, foram obtidos ¢r de
0.148 e 0.163, respetivamente.

Considerando que a presenca de oxigénio pudesse refletir-se negativamente na
gualidade dos NPsC obtidos por tratamento hidrotérmico, foram realizados ensaios
com as AR-2F-17 sob atmosfera de azoto. Realizou-se um ensaio durante 12 horas a
200°C, com um réacio ED/TS de 0.16, tendo sido obtidos NPsC com um rendimento
quéantico de 0.156, resultado surpreendente quando comparado com dados reportados
na sintese de NPsC utilizando glicerol por Lai et al.’®, que refere que ndo observa
formacdo de NPsC sob condic¢des inertes (N.), inferindo que oxigénio atmosférico é
fundamental para a sintese destes materiais.”® Mantendo a atmosfera de N. foram
realizados ensaios adicionais, variando alguns parédmetros reacionais,

designadamente o racio ED/TS e o tempo de reacao (Tabela I1.21).
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Tabela 11.21 - Sintese de NPsC a partir de AR-2F-17 sob N2 e TS de 2.6 g/L.

Ensaio Temp (°C)2 Tempo (h) & Réacio ED/TS
NPsC-AR-2F-17-V 200 12 0.22 0.08
NPsC-AR-2F-17- VI 250 12 0.12 0.08
NPsC-AR-2F-17- VII 200 12 0.16" 0.16

NPsC-AR-2F-17- VIII 200 12 0.06 0.32
NPsC-AR-2F-17- IX 200 2 0.20 0.08
NPsC-AR-2F-17- X 200 4 0.25 0.08

a) Aexc=360 nm.
b) Aexc=340 nm.

Os resultados obtidos parecem mostrar que o melhor racio ED/TS para obtencao de
NPsC com maior rendimento quantico a partir das AR-2F-17 é idéntico ao utilizado na
obtencéo dos NPsC a partir de AR-2F-16, embora com menor tempo de reacéo (4h) e
temperatura de 200°C.

Sendo a utilizag&o do efluente direto, sem qualquer tipo de tratamento ou diluicdo, um
dos objetivos do trabalho, realizaram-se ensaios a 200°C, com o TS das AR-2F-17 ca.
30.72 g/L como concentracao inicial da reagédo e atmosfera positiva de N, (2 bar). A
Tabela 11.22 retne as condi¢cfes reacionais estudadas, assim como o rendimento

quéantico e rendimento massico dos NPsC produzidos.
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Tabela 11.22 — Influéncia do Tempo de Reacédo e Racio ED/TS no Rendimento Quantico e

Rendimento Massico dos NPsC.

Ensaio Tempo (h) Racio ED/TS & % Massica de NPsC
NPsC-AR-2F-17- Xl 4 0.04 0.12 29.7
4 0.08 0.38 29.2

NPsC-AR-2F-17- XII

NPsC-AR-2F-17- XlI 2 0.08 0.29 31.2

a) Aexc=360 nm.
Estes ensaios permitiram obter NPsC a partir das AR-2F-17 com boas propriedades
luminescentes e elevados rendimentos massicos (0.38 e 29.2%, respetivamente).
Ressalva-se que a obtengdo de nanomateriais com maior luminescéncia a
temperaturas entre 200-250°C, permite inferir que os principais responsaveis pela

fluorescéncia do sistema sao os NPsC e ndo espécies moleculares.

11.3.3.2 — Propriedades Fotofisicas

As propriedades fotofisicas dos NPsC obtidos por tratamento hidrotérmico do efluente
AR-2F-17 foram avaliadas pelas técnicas analiticas anteriormente descritas.

Na Figura 11.16 apresentam-se 0s espectros de absorc¢do no estado fundamental e de
fluorescéncia no estado estacionario (emissdo e excitagdo) de dispersdes dos NPsC

gue nas condi¢des reacionais testadas, mostraram melhor rendimento quéantico.
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Figura 11.16 - Espetros de UV-Vis (linha azul), emisséo (linha cinzenta; Lexc=360) e excitacéo
(linha laranja; monitorizado a 450 nm) de uma dispersédo aquosa de NPsC (0.1 mg/mL), obtidos
das AR-2F-17.

O UV-Vis caracteriza-se pela existéncia de trés bandas distintas a ca. 244, 283 e 335
nm, sendo a de maior energia atribuivel a transicdes z-7 do centro de carbono e a
maiores comprimentos de onda a transi¢cbes n-7 ou uma mistura de transicdes entre
=7 en-r (e.g. C=0, amidas/acidos) covalentemente ligados a superficie da matriz de
carbono. Note-se que, comparativamente ao discutido na Secg¢éo 11.3.1.2, existe um
desvio batocrémico destas bandas caracteristicas dos NPsC. Assim, quando excitados
a 360 nm, ocorre emissdo no azul com um Aem max Centrado a ca. 445nm, com um
desvio de Stokes de 0.91 eV (110 nm) e uma largura de banda a meia altura (LBMA)
de 0.44 eV (71 nm). O espectro de excitagdo (monitorizado a 445nm) indica que 0s
croméforos com maior contribuigcdo na emissédo dos NPsC, tém transi¢des eletronicas
a 245 e 350 nm, sendo este ultimo claramente predominante, confirmando que ocorreu
efetivamente um desvio batocromico nas propriedades luminescentes do NPsC,

comparativamente aos obtidos a partir das AR-2F-16.

Como referido nas secgBes anteriores, a emissdo dos NPsC é dependente do
comprimento de onda de excitacdo. Os NPsC obtidos do tratamento hidrotérmico das
AR-2F-17 também revelaram esse comportamento, sendo a emissédo desviada para o

vermelho com o aumento do progressivo do Aex (Figura 11.17).



Resultados e Discussao 58

400 r
< 350
2
@ —exC =340 nm
‘s 300
o exc =360 nm
(&)
0 250 exc =380 nm
o
g 200 | exc =420 nm
(0]
©
o 150 f
©
S
‘» 100 -
c
ot
£ 50 r

O e 1 1 1 1 ——_—
350 400 450 500 550 600 650 700

AInm

Figura 11.17 - Espetros de emissao de dispersdes aquosas de NPsC (0.1 mg/mL) obtidos das

AR-2F-17 com excitacéo a diferentes comprimentos de onda (340 a 420 nm).

A variacdo do pH nestes NPsC €, no entanto, bastante diferente da observada para o0s
NPsC obtidos a partir das AR-2F-16. Na gama de pH entre 4 e 11.3 a intensidade de
emissao é constante, mas nos intervalos de pH 1 a 4 e pH 11.3 a 14, observa-se um
decaimento brusco na intensidade de emisséo dos NPsC, acompanhado de um ligeiro

desvio batocrémico a pH mais acido (ca. 10 nm) (Figura 11.18).
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Figura 11.18 - Efeito do pH na intensidade de emissédo de uma dispersédo aquosa de NPsC (0.1
mg/mL), obtidos das AR-2F-17.

A pH mais basico, a emissdo nado sofreu qualquer desvio, apesar do decréscimo da
intensidade de emissdo. No entanto, o efeito do pH na intensidade de luminescéncia
mostrou ser reversivel, tendo recuperado a intensidade de emissao em ca. 88% apoés
a inversdo de pH de 1.79 a 7.08 e também no abaixamento de pH de 11.29 para 6.87.
O estabelecimento de equilibrios acido/base com as funcionalidades de carater acido
para valores de pH mais elevados e também com as de carater basico a pH mais baixo,
poderdo justificar este comportamento. De notar que este ultimo efeito néo se verificou
nos NPsC obtidos a partir das AR-2F-16. Estes resultados permitem concluir que os
NPsC produzidos a partir das AR-2F-16 exibiréo funcionalidades muito mais oxidadas
(acidos, obtidos em condi¢cdes mais oxidativas), comparativamente ao NPsC obtidos
das AR-2F-17, que certamente terdo na sua composi¢ado mais grupos amina e imina
que poderdo sofrer protonacdo e consequentemente, justificar a reducdo de

fluorescéncia observada a valores de pH inferiores a 4.

Na seccado anterior, ficou claramente demonstrado que a 150°C e a 300°C, se
obtiveram NPsC com baixa luminescéncia, comparativamente aos sintetizados a
200°C e 250°C. Da avaliacéo dos ensaios realizados sob atmosfera de Ny, verifica-se
gue os NPsC mais emissivos foram obtidos a 200°C. Como descrito na literatura,?*%
0s NPsC mais emissivos dependem do contetdo em N ou N co-dopado com outro
heteroatomo, levando ao estudo da influéncia do racio ED/TS nos NPsC sintetizados

a partir de AR-2F-17 sob atmosfera de azoto (Figura 11.19).
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Figura 11.19 - Efeito da quantidade de ED nos NPsC obtidos das AR-2F-17.

Verifica-se que o racio ED/TS de 0.08 é o que origina NPsC mais fluorescentes,

conforme observado para 0os nanomateriais obtidos a partir das AR-2F-16.

De forma a complementar o estudo das propriedades fotofisicas dos NPsC, foi
estudada a dindmica do decaimento de intensidade de fluorescéncia dos NPsC
utilizando técnicas de fluorescéncia resolvida no tempo. Os resultados foram obtidos
a um Aexc = 340 nm e ao maximo de emissao (440 nm), utilizando duas somas de
exponenciais, conduzindo a dois tempos de vida, sendo depois ponderados para o

resultado global de tempo de vida (Tabela 11.23).

Tabela 11.23 - Tempos de vida obtidos para uma dispersdo aquosa de NPsC (0.1 mg/mL)

obtidos de AR-2F-17.
a; /% T1/nS a, /% T5/nS Tmédia /NS

NPC-AR-2F-17-XII 91 15 9 16 15

Os resultados mostraram tempos de vida relativamente longos, da ordem dos 15 ns.
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Figura I1.20 - Decaimento dinamico de fluorescéncia para uma disperséo aquosa
de NPCs (0.1 mg/mL) obtidos das AR-2F-17; (1exc=340 nm; Aem= 440 nm).

11.3.3.3 — Caracterizagcao Estrutural

Da andlise por FTIR, RMN de 'H e'*C e andlise elementar dos NPsC produzidos a
partir do efluente AR-2F-17, foi possivel caracterizar estruturalmente os nanomateriais.
Refira-se que por ndo se tratar de um composto puro, ndo € possivel realizar uma

caracterizacdo estrutural exata.

A analise elementar obtida para os NPsC (ver subseccao 11.3.5.3) ap0s correcéo de
cinzas (13.3 %) foi: C, 45.32 %; H, 4.69%; N, 6.21%; e O (calculado), 43.78 %. Por
comparacédo com as AR-2F-17, o racio molar de N/C aumenta de 0.013 para 0.12 e o
racio O/C aumenta de 0.38 a 0.72; por outro lado, o racio H/C decresce ligeiramente
(1.53 para 1.24). O réacio O/N exibe um decréscimo acentuado de 30.16 para 6.23,
demonstrando que o contedo em azoto aumentou substancialmente, resultado que

ndo acompanha o obtido nos NPsC produzidos a partir das AR-2F-16.

A analise por FTIR mostra bandas caracteristicas a 3451, 3265, 3001, 2930, 2858,
1655, 1590, 1458, 1039, 726 e 591 cm™. Conforme observado nos espetros dos NPsC
ja descritos, existe um aumento das bandas de OH e NH (3650-3100 cm™) e um
decréscimo das bandas CH correspondentes aos compostos alifaticos
(3030-2800 cm™). Adicionalmente, observa-se o desaparecimento da banda
correspondente aos grupos éster (1747 cm™) e o surgimento das bandas a 1655, 1590

e 1458 cm, correspondentes a &cidos/carboxilatos e amidas (Figura 11.21).
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Figura 11.21 - Espetro de FTIR dos NPsC obtidos das AR-2F-17 em pastilha de KBr.

Os NPsC obtidos das AR-2F-17 foram sujeitos a um procedimento de purificagdo (vide
Seccdo 11.3.5.3) e obtidos os espetros de RMN H e *C em MeOD (Figura I1.22 e Figura
11.23, respetivamente). No RMN *H, identificam-se ressonancias em trés zonas
distintas, a primeira zona com sinais entre 0.8 e 2.5 ppm correspondentes a CH
alifaticos, uma segunda zona com sinais entre 3 e 4.2 ppm correspondentes a CHN e

CHO e também ressonéncias respeitantes a protdes aromaticos (6.5-9 ppm).
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Figura I.22 - Espetro de RMN 'H dos NPsC obtidos das AR-2F-17 ap6s purificados

(MeOD) (ver subseccéo 11.3.5.3); *solvente residual.

O espetro de *C apresenta sinais entre 20-40 ppm, correspondentes aos grupos
alifaticos CH, uma segunda zona com sinais entre 60-80 ppm de Csp® presentes em
grupos amina/alcool e ainda sinais entre 115-150 ppm, que podem ser atribuidos a
Csp? de grupos arilo e carbonos olefinicos. Carbonos quaternarios de grupos
carboxilato/carboxilico/aldeido, fendis/fenolatos, estruturas quinéides e amidas podem

ser identificados a 180 ppm.
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Figura I1.23 - Espetro de RMN 3C dos NPsC obtidos das AR-2F-17 ap0s purificados

(MeOD) (ver subseccao 11.3.5.3); *solvente residual.

11.3.3.4 — Caracterizacdo Morfoldgica
As caracteriza¢cdes morfologicas (TEM) dos NPsC obtidos das AR-2F-17 ndo foram
realizadas devido a uma avaria do microscépio eletrénico de transmissdo (desde

marco de 2018), que ndo pode ser, entretanto, colmatada.
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11.3.4 — Efeito do Efluente nas Caracteristicas dos NPsC Produzidos por

Tratamento Hidrotérmico - Estudo Comparativo

Ficou provado ao longo desta dissertacdo que a origem do efluente utilizado na
producao dos NPsC por tratamento hidrotérmico tem uma influéncia muito significativa
nas propriedades destes nanomateriais. Por essa razdo, as condi¢cdes reacionais
foram ajustadas de forma a obter NPsC com propriedades luminescentes aptas para
diversas aplicacbes. De seguida, sera apresentado um estudo comparativo das
propriedades dos NPsC produzidos a partir de efluentes distintos obtidos na producéo

industrial do azeite.

A avaliacdo das propriedades fotofisicas dos NPsC é um parametro de grande
importancia tendo em vista as potenciais aplicagdes dos nanomateriais.

Na Figura 11.24 séo apresentados 0s espetros de absor¢éo de estado fundamental de
NPsC obtidos por tratamento hidrotérmico de diferentes ARPIA. No espetro dos NPsC
obtidos de AR-2F-16 (linha verde) verifica-se a presenga de uma banda a 320 nm,
ausente nos espetros dos nanomateriais com origem em AR-P (linha vermelha e azul).
Uma outra particularidade, reside na banda a ca. 280 nm caracteristica nos NPsC
obtidos a partir de AR-2F-16 e que também ocorre no espetro dos nanomateriais
obtidos a partir de uma mistura de AR-2F-16 e AR-P. Nos NPsC obtidos a partir das

AR-P, essa banda esté ligeiramente desviada para o ultra-violeta (linha vermelha).
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Figura 11.24 - Espetros de UV-Vis de disperses aquosas de NsPC (0.1 mg/mL). NPsC-AR-P-I
(linha vermelha), NPsC-AR-P-IllI (linha azul) e NPsC-AR-2F-16-111 (linha verde).

Na Figura 11.25 sdo apresentados os espetros de emissdo e excitacdo dos NPsC
obtidos a partir dos diferentes efluentes objeto de estudo.

Nos espetros de emissado, observa-se um desvio batocromico de ca. 10 nm dos NPsC
obtidos a partir de AR-P. No espetro de excitagdo dos NPsC-AR-P-I (linha vermelha)

ocorre um desvio da banda a ca. 280nm, efeito jA anteriormente corroborado no

espetro de UV-Vis.
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Figura 11.25 — Espetros de excitacdo (monitorizados aos respetivos maximos de emisséo (linha
tracejada) e emissdo (Aexc=340 nm; linha continua) de dispersdes aquosas de NPsC (0.1
mg/mL). NPC-AR-P-I (linha vermelha), NPsC-AR-P-1ll (linha azul) e NPsC-AR-2F-16-Ill (linha

verde).

Dado que os efluentes em estudo revelaram uma diferenca significativa no seu
contetdo em hidratos de carbono e lipidos (AR-P mais ricas em hidratos de carbono e
AR-2F-16 em lipidos), podera concluir-se que, nas mesmas condi¢bes reacionais,

estes parametros terdo forte impacto nas caracteristicas dos nanomateriais obtidos por

tratamento hidrotérmico.

11.3.4.1 — Estudo Comparativo dos NPsC obtidos a partir do Processo de

Extracdo de Duas-Fases (AR-2F-16 vs. AR-2F-17)

A flutuagéo da composicdo das ARPIA néo reside unicamente no tipo de processo de
extracao/instalagédo industrial empregue na produgéo do azeite, mas para 0 mesmo
tipo de processo extrativo, o periodo da colheita da matéria-prima (azeitona) que
originara o respetivo efluente, revelou ter um impacto significativo nas caracteristicas

dos NPsC produzidos.
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A Figura 11.26 apresenta os espetros de emissao dos NPsC produzidos em idénticas
condicbes reacionais, a partir das AR-2F (AR-2F-16 e AR-2F-17) estudadas no
presente trabalho. O espetro dos NPsC obtidos a partir de AR-2F-17 apresenta um

desvio batocrémico significativo (ca. 30 nm).

NPC-AR-2F-16-IlI
——NPC-AR-2F-17-XII

Intensidade de fluorescéncia /u.a.

350 400 450 500 550 600 650
AInm

Figura 11.26 - Espetros de emissdo normalizados de dispersfes aquosas de NPsC (0.1 mg/mL)
de NPsC-AR-2F-16-11l e NPsC-AR-2F-17-XII.

O espetro de FTIR também exibe uma diferenca relevante no nimero de onda

respeitante as funcionalidades acido/carboxilatos e amidas (Figurall.27).
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Figura 11.27 - Espetros parciais de FTIR (1800-1500 cm't) dos NPsC obtidos de AR-2F-16 e
AR-2F-17 em pastilha de KBr.

Também os correspondentes espetros de UV-Vis (Figura 11.28) exibem uma diferenca
significativa no espetro dos NPsC obtidos das AR-2F-17, com um desvio batocromico
ca. 15 nm da banda a 320 nm. Esta analise dos espetros de UV-Vis permite inferir que
0s NPsC obtidos das AR-2F-17 apresentam maior extensdo de conjugacbes z (C=C,

C=N e C=0), a qual se reflete no desvio da emissao para o vermelho.
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Figura 11.28 - Espetros de UV-Vis de dispersBes aquosas dos NPsC (0.1 mg/mL) obtidos de
AR-2F-16 e AR-2F-17.
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[1.3.5 — Purificagdo dos NPsC

Na tentativa de melhorar as propriedades dos NPsC sintetizados por tratamento
hidrotérmico, designadamente o rendimento quéantico de fluorescéncia, foram
tentativamente aplicados métodos de purificacdo aos nanomateriais (cromatografia,
dialise e extracdo liquido-liquido com solvente organico). A remocdo de impurezas
inorganicas com origem nas ARIPA utilizadas na obtencdo dos NPsC foi um dos
principais objetivos tendo em vista as potenciais aplicacdes destes materiais. Na
Tabela 11.24 apresentam-se os valores obtidos para as cinzas dos NPsC obtidos de
AR-2F-16 e AR-2F-17. Os métodos de purificagcao foram testados tendo como objetivo
remover impurezas inorganicas presentes; contudo, algumas dessas impurezas
permaneceram nos NPsC por estarem ligadas ionicamente a funcionalidades da

superficie como contra-ido.

Tabela 11.24 - Quantificagdo de Cinzas dos NPsC sintetizados.

Ensaio Extrato/mg Cinzas/mg % Cinzas
NPsC-AR-2F-16-X 45.8 18.5 40.4
NPsC-AR-2F-16-1V 311 16.5 53.1
NPsC-AR-2F-17-VII 13 31 23.8
NPsC-AR-2F-17-X 37 6.1 16.5
NPsC-AR-2F-17-XII 158.4 21 13.3

Do espetro de FTIR das cinzas dos NPsC-AR-2F-17 (Figura 11.29), podemos inferir que
0 material inorganico € constituido maioritariamente por carbonatos (presenca de
banda muito forte a 1420 cm™); a banda alargada na zona entre 3500-3000 cm™ é

atribuida a presenca de agua.’””
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Figura I1.29 — Espetro de FTIR das cinzas de NPsC-AR-2F-17-XIl em pastilha de KBr.

11.3.5.1 — Purificacdo por Sephadex G75

A purificacdo por Sephadex G75 baseia-se numa separagao por cromatografia de
permeacao em gel. O principio cromatogréafico assenta na exclusdo por tamanho dos
constituintes da amostra a purificar, sendo primeiro eluidas as espécies de maior

tamanho, i.e. menores tempos de retengdo na coluna cromatografica.

Foram purificados por este processo os NPsC sintetizados nas condi¢des do ensaio
NPsC-AR-2F-16-XV. A purificacdo decorreu por gravidade e também sob presséo de
azoto (eluicao flash). As fracdes eluidas foram rastreadas por UV-Vis ao comprimento

de onda de 320 nm (méximo de absor¢do dos NPsC) (Figura 11.30 (A e B)).
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Figura 11.30 - Absorvéancia das fracdes obtidas da separacédo por Sephadex G75; (A) eluicdo

por gravidade e (B) elui¢éo flash.

Com recurso a pressdo de Nz a fragcdo com absorvancia maxima a 320 nm ocorreu
apos eluicao de um volume de 18 mL, originando fragdes contendo NPsC a partir de
12 mL. Por outro lado, na eluicdo por gravidade o maximo de NPsC ocorreu para um
volume de eluato de 30 mL. Na cromatografia por gravidade (A), o balango massico

da purificagéo originou 18.43 mg de NPsC para uma carga inicial de ca. 25.2 mg.

Na purificagéo recorrendo a pressao de N (cromatografia flash, B) para idéntica carga

na alimentacéo, a quantidade de NPsC eluidos néo ultrapassou os 16.05 mg.

Na tentativa de rastrear a natureza dos sais inorganicos presentes nos NPsC, foi
realizada em condi¢cOes idénticas uma cromatografia de KCl e a eluicdo do sal avaliada

pela medicdo da condutividade das frag6es eluidas (Figura 11.31).
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Figura 11.31 - Condutividade das fracdes obtidas da eluicdo de KCI por Sephadex G75 (eluicdo

por gravidade).

Os perfis das curvas de condutividadede obtidas das fracdes eluidas, quer dos NPsC
eluidos por gravidade (Figura 11.30, A), quer das fracBes provenientes da eluicdo do
KCI (Figura 11.31) mostraram ser sobreponiveis, sendo uma forte indicagdo de que o

material inorganico presente é eluido em conjunto com os NPsC.

[1.3.5.2 — Dialise

A didlise é um dos métodos mais utilizados na purificacdo deste tipo de materiais'’
para remocdo de espécies moleculares presentes, assim como impurezas de outra
natureza. Este processo de purificacdo foi aplicado aos NPsC produzidos a partir das
AR-2F-17 utilizando uma membrana com cut-off de 1000 Da, contra agua Millipore®,
durante 24 horas.

Decorrido esse periodo, verificou-se que os NPsC se encontravam no exterior da
membrana. Esta situacdo é justificada pelo baixo tamanho “molecular” dos NPsC
produzidos, que atravessaram a membrana. Por outras palavras, ndo foi possivel

purificar os NPsC por este método.
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11.3.5.3 — Extracéo liquido-liquido

Outro método de purificagéo utilizado foi a extracdo com recurso a solvente orgéanico.
Uma amostra de ca. 100mL de NPsC obtidos apo6s isolamento da m.r., foi
sucessivamente extratada com duas porcdes de 75 mL de CH2Cl; e duas porcdes de
75 mL de AcOEt.

ApoOs evaporacao dos solventes, os residuos foram quantificados, tendo sido obtidos
ca. 829.01 mg da fracdo aquosa (NPC-AR-2F-17-XII-I), ca. 23.2 mg da fracdo do
CH2Cl> (NPC-AR-2F-17-XII-II) e a fragdo do AcOEt (NPC-AR-2F-17-XII-Ill) apresentou
apenas ca. 2.3 mg. Foram tracados os espetros de FTIR (Figura 11.32) das trés fracoes
verificando-se que os NPsC integram a composicdo da fase aquosa, ocorrendo

espécies moleculares nas fases organicas.

NPC-AR-2F-17-XII-lI
NPC-AR-2F-17-XII-lI
NPC-AR-2F-17-XII-I

Absorvéancia /u.a.

3500 2500 1500 500
vicm1

Figura 11.32 - Espetros de FTIR das fragdes extratadas em pastilha de KBr.

Este procedimento contribuiu assim para uma melhoria das caracteristicas dos
nanomateriais. O rendimento quantico de fluorescéncia da fase aquosa manteve o seu
valor praticamente inalterado (¢=0.32, Aexc=360nm), dando indicacdo que as
entidades responsaveis pela luminescéncia (vide Seccao 11.3.3.1) do sistema sdo
efetivamente os NPsC e ndo espécies moleculares presentes.

Estes resultados permitem adiantar que o contelddo de compostos inorganicos se
mantém conjuntamente com os hanomateriais dada a sua elevada solubilidade na fase
aquosa.

Tratamento adicional foi realizado com uma toma de 30 mL de NPsC-AR-2F-17-XII-|
levada a secura (T<50°C) de onde se obtiveram ca. 308 mg de residuo solido. Este

residuo foi dissolvido em 30 mL de MeOH e a suspenséo resultante filtrada por
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membrana de celulose de 0.2 um. Apds secagem da membrana, foi quantificado um
residuo em ca. 14.6 mg e determinado o rendimento quantico do filtrado (NPsC-AR-
2F-17-X1I-1IV; ¢ = 0.38 (exc = 360 nm)).

A quantificagé@o das cinzas (% m/m) presentes no filtrado (ca. 12.0%) evidenciou um
abaixamento de apenas ca. 1.3%. Deste resultado, poder-se-a inferir que a fracdo
maioritaria de inorganicos presentes nos NPsC se encontram ligados a sua superficie

como contra-iao.

11.3.5.4 — Purificacdo de NPsC com SiO2

Na tentativa de remover espécies moleculares que pudessem interferir na intensidade
de fluorescéncia dos NPsC, foi realizada uma cromatografia de uma amostra de NPsC
utilizando como fase estacionaria SiO,. Refira-se que Yang e colaboradores!”? apds
sintetizarem NPsC por tratamento hidrotérmico de acido citrico e etilenodiamina a
150°C, isolaram com sucesso por esta via o IPCA ou moléculas de estrutura
semelhante, comprovando que a fluorescéncia destes depende em grande parte, de

estados moleculares.

Os NPsC suijeitos a este processo de purificacdo foram sintetizados nas condi¢des do
ensaio NPsC-AR-2F-16-111 na auséncia de agitacdo. Uma amostra de ca. 40 mL de
dispersao aquosa dos NPsC foi evaporada a secura e seca sob vacuo a 105°C,
obtendo-se ca. 48 mg de um residuo so6lido. Esta amostra foi carregada numa coluna
contendo SiO, como fase estacionaria, carregada previamente como slurry, utilizando
como fase movel para a eluicdo da amostra AcOEt:MeOH (80:20), aumentando
progressivamente a polaridade para AcOEt:MeOH (60:40). As fracGes recolhidas
foram avaliadas por UV-Vis e fluorescéncia. Os espetros obtidos permitiram verificar a
auséncia de NPsC e mesmo de qualquer outro composto fluorescente no eluato,
resultado que se manteve inalterado mesmo aumentando a polaridade para
AcOEt:MeOH (20:80).

Também é descrito na literatura, o recurso a cromatografia preparativa com suporte
de silica para purificar NPsC. Utilizando AcOEt:MeOH (1:2) como sistema eluente, nas
primeiras fracdes (incolores) foram detetados fluoréforos (ndo NPsC), com grande
intensidade de luminescéncia; os nanomateriais de carbono apenas foram eluidos em
fracBes posteriores.

Comparando com o comportamento observado na purificacdo efetuada aos NPsC
obtidos das AR-2F-16, poder-se-a concluir que estes estabelecem afinidades fortes

com a silica que inviabilizam a sua eluicéo.
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Refira-se, no entanto, que o sucesso da purificacdo realizada por Yang? podera ser
justificado pela temperatura (150°C) a qual foi realizado o tratamento hidrotérmico na
obtencéo dos NPsC, temperatura inferior a utilizada na preparacao dos nanomateriais
a partir das AR-2F-16 (250°C). E ainda apontado por estes investigadores, que a
temperatura do tratamento hidrotérmico influencia a fluorescéncia dos materiais
obtidos a partir de acido citrico e etilenodiamina, adiantando que até 150°C a
fluorescéncia é na sua maioria, proveniente de estados moleculares e que com o
aumento da temperatura até ca. 300 °C, os estados do centro de carbono tornam-se
nos principais responsaveis pela fluorescéncia, resultado do aumento do grau de
carbonizacdo, sendo este efeito observado com o aumento da dependéncia da

emissdo com o comprimento de onda de excitacdo.?®

[1.3.6 — Sintese de Compésitos de Silica e NPsC

Verificando-se que da tentativa de purificacdo dos NPsC obtidos a partir das AR-2F-
16 por cromatografia em SiO», ndo ocorreu eluicdo dos NPsC, nem de quaisquer
outros compostos com a mesma intensidade de luminescéncia, adiantando-se como
justificacé@o a eventual ocorréncia de fortes interagdes dos nanomateriais com a silica,
sintetizaram-se materiais de silica com NPsC (NPsC/SiO,) conforme se descreve de
seguida.

A sintese destes compositos de silica foi efetuada utilizando ca. 10 mL de dispersao
aguosa de NPsC-AR-2F-17-XII-1 a qual se adicionaram ca. 969 mg de silica (ca. 10x a
massa de NPsC). A suspenséo obtida foi deixada sob agitacdo durante 30 minutos,
sendo posteriormente filtrada e lavada sucessivas vezes até desaparecimento da
fluorescéncia (controlo do filtrado por fluorescéncia), obtendo-se o0s respetivos
compdsitos como residuo de membrana com forte coloragdo castanha devido a
presenca dos NPsC (NPsC/SiO--l). Ao filtrado obtido (ca. 50 mL) juntaram-se ca. 925
mg de silica, notando-se fraca coloracao nos compoésitos dai isolados (NPsC-SiOz-Il),
indicador de que grande parte dos NPsC teriam ficado “embebidos”na primeira mistura
com a silica. A Figura 11.33 revela que os NPsC incorporaram a silica, tornando-a

fluorescente.
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Figura Il.33 - Imagens de microscopia de fluorescéncia obtidas para os compésitos NPsC/SiO2-
I. (A) Irradiag8o UV a 365 nm; (B) Irradiagdo com luz visivel.

Wang et al.”® sintetizaram compésitos de silica com NPsC na forma de um p6 na
tentativa de eliminar a extingdo de fluorescéncia dos NPsC no estado soélido. Esta
preparacdo foi utilizada para obter um filme usando lamelas de quartzo como suporte,

sendo este posteriormente aplicado como material fluorescente no fabrico de um LED
branco.

11.3.7 — Analise Térmica dos NPsC
A estabilidade térmica dos NPsC sintetizados foi avaliada recorrendo a analise de
termogravimetria (TG). Os NPsC (NPsC-AR-2F-17-XII-1) foram aquecidos até 600°C

durante 80 minutos (Figura 11.34) e um segundo ensaio decorreu a mesma temperatura
durante ca. 7h (Figura 11.35).
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Figura ll.34 - TG dos NPsC-AR-2F-17-XII-l. Temperatura (linha laranja), perda de massa (linha
cinzenta).
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Da figura acima, verifica-se que até aos 240°C, ocorreu uma perda de massa de ca.
25.1%, conduzindo a uma massa residual de 33.22% quando atingiu os 600°C. Este
resultado ndo corrobora o anteriormente obtido quando realizada a quantificacdo das
cinzas destes nanomateriais.

No sentido de esclarecer este resultado, um segundo ensaio foi realizado a mesma

temperatura, mas por um periodo mais longo (Figura I1.35).
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Figura 11.35 - TG dos NPsC-AR-2F-17-XII-l. Temperatura (linha azul), perda de massa (linha
cinzenta). O ganho de massa aparente a partir do minuto 70 advém de um artefacto do

meétodo/equipamento.

O termograma obtido revelou uma massa residual de ca. 15.39%, apés o periodo de

aguecimento a 600°C, valor muito aproximado do obtido para as cinzas destes NPsC.

1.4 — ESTUDO DE POTENCIAIS APLICACOES

As é&reas de aplicagdo dos NPsC sao muito diversificadas, tendo sido apresentados
alguns exemplos ilustrativos na Seccéo 1.3.

Nesta dissertacéo, apds a sintese e caracterizacdo de NPsC obtidos por tratamento
hidrotérmico de ARPIA de diferentes origens j& descritas no capitulo dos Resultados e
Discusséo, serdo de seguida apresentados os estudos realizados na aplicacdo destes
nanomateriais (NPsC-AR-2F-16-l e NPsC-AR-2F-17-Xll-l) como sensores

fluorescentes de proteinas. Nos ensaios realizados utilizaram-se proteinas hémicas
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(citocromo ¢, mioglobina e hemoglobina), tendo sido demonstrada sensibilidade as
mesmas. Estudos paralelos revelaram auséncia de resposta dos NPsC quando na

presenca de uma proteina ndo-hémica (lisozima).

A utilizacdo de NPsC na detecdo de proteinas hémicas encontra-se reportado,

destacando-se a sua elevada sensibilidade na detecdo de hemoglobina.”®:8°

[1.4.1 — Avaliacdo Sensorial

A avaliacdo da capacidade sensorial dos NPsC foi realizada para trés proteinas
hémicas, designadamente hemoglobina humana (Hb), citocromo ¢ (Cyt c) e a
mioglobina (Mio) (Figura 11.36); e uma proteina ndo-hémica, a lisozima (Lys) (Figura
11.37).

As proteinas hémicas caracterizam-se por ter cadeias polipeptidicas e um grupo
prostético designado de grupo hemo, constituido por uma componente orgénica, o
grupo porfirinico que na zona central possui um atomo de ferro, sendo este o grupo da
Hb o responsavel pelo transporte do oxigénio no sangue.®!

A hemoglobina é uma proteina tetramérica contendo quatro grupos hemo, onde cada
cadeia polipeptidica possui um grupo hemo, apresentando uma massa molar de 64.5
kDa e um pl de 6.8. A alteracdo dos niveis de Hb no sangue é indicador de diversas
doencas, nomeadamente leucemia, anemia, doencas cardiacas entre outras.”®8!

A mioglobina é uma proteina relativamente pequena e compacta, com um peso
molecular de 16.9 kDa e pl de 7.0. Esta € uma das proteinas mais simples que
transporta oxigénio, sendo a responsavel pelo armazenamento e fornecimento de
oxigénio nos tecidos musculares e células de vertebrados.8182

O citocromo ¢ é uma pequena proteina com uma massa molar de 12.4 kDa e um pl de
10.7. Esta associada ao transporte de eletrdes na cadeia respiratéria mitocondrial dos

mitocéndricos e na morte celular programada (apoptose).®?
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Figura 11.36 - Estruturas tridimensionais do (A) Citocromo ¢ (PDB id: 1HRC), da (B) Mioglobina
(PDB id: 1YMB) do coracao de cavalo e da (C) Hemoglobina humana (PDB id: 4HHB).83

A Lys é uma proteina ndo-hémica com propriedades bactericidas, responsavel pela
degradacdo da parede celular de bactérias. Esta encontra-se abundantemente na
clara de ovo e também na saliva e no leite humano, tendo um papel relevante na

prevencdo de infe¢ées. Tem uma massa molecular de 14.3 kDa e um pl de 11.0.82

Figura I1.37 - Estrutura tridimensional da Lisozima da clara de ovo (PDB id: 1LYZ).83

A avaliacdo da capacidade sensorial dos NPsC na detecao das proteinas foi efetuada
com base em fendmenos de extingcao de fluorescéncia, fendmenos esses que podem
ser definidos por quaisquer processos que contribuam para a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia dos nanomateriais. As interacdes moleculares entre os
NPsC e a proteina que podem estar na origem dos processos de extingao podem ser
diversificadas, nomeadamente ocorréncia de reacbes no estado excitado,

transferéncia de energia radiativa e ndo radiativa e transferéncia eletrénica.?
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Os processos de transferéncia de energia por ressonancia (RET), fenbmenos nédo
radiativos, ocorrem entre um doador (fluoréforo) excitado e um aceitador (analito) no
estado fundamental, sempre que se verifique a sobreposicéo do espetro de emissao
do doador com o espetro de absorcdo do aceitador. As intera¢cdes que ocorrem séo do
tipo dipolo-dipolo de média/longa distancia. O processo de transferéncia de energia
depende da distancia entre doador e aceitador (r), do integral de sobreposicdo espetral
entre a emissdo do doador e a absor¢do do aceitador (J(N)) e da distancia critica de
Forster (Ro). Em Ro, metade da energia de excitagdo do doador decai por RET e a
outra metade decai por processos radiativos e ndo-radiativos, sendo a eficiéncia de
transferéncia de energia (E) de 50%. Normalmente o valor de Ro encontra-se entre 20-
60 A_84,85

A velocidade de transferéncia de energia (kr) é dada por:

1 (R0O\® ~
ky(r) = 5(7) Equacéo II-1

Sendo tp 0 tempo de vida do doador na auséncia de qualquer analito ou outra qualquer

interferéncia.®
Em processos RET, pode definir-se E pela equacéo:®

RO®

FE=— Equacéao II-2
R0® + r® quac
Experimentalmente esta traduz-se por:
E=1 F Equacéo I1-3
= 70 quac

Onde F e Fo sé@o as intensidades de fluorescéncia do doador na presenca de analito e

do doador sozinho, respetivamente.?

O valor de Ry é estimado através do J(A), rendimento quéantico do doador (¢), indice

de refragdo do meio (n) e do fator de orientacdo espacial dos dipolos (k).8*

R0® =8.79 x 107 °K?*n~* @] (1) Equacéao II-4

Com J(A) a ser dado por:8*
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(0]

JQ) = fo F()e(M)A*dA Equacso II-5

Sendo F(4) a intensidade de fluorescéncia do doador e &(4) a absortividade molar do

aceitador a um dado intervalo de comprimento de onda (1).84

A sobreposicao espectral entre doador e aceitador também podera indicar fenémenos
de transferéncia de energia radiativa. Estes caracterizam-se pela absor¢cdo de um
fotdo emitido pelo doador por parte do aceitador e normalmente, € observado quando
a distancia entre ambos é superior ao comprimento de onda. Esta transferéncia ndo
requer qualquer tipo de interagcdo entre ambos, mas depende fortemente da
sobreposicdo entre a emissdo do doador e absorgédo do aceitador. Por outro lado, as
transferéncias néo-radiativas ocorrem a distancias inferiores ao comprimento de onda

(por exemplo RET).8

A transferéncia radiativa € um processo em dois passos; o fotdo é emitido pelo doador
e absorvido pelo aceitador que é estruturalmente diferente ou igual. A Tabela 11.25

ilustra as diferencas entre os dois tipos de transferéncia de energia.?

Tabela I1.25 - Tipos de transferéncia de energia nas propriedades de fluorescéncia do doador
em que o aceitador € quimicamente diferente.84
Caracteristicas da emissao . o o o
Transferéncia radiativa Transferéncia néo radiativa
do doador
. Modifica-se na zona de .
Espetro de fluorescéncia o N&o se altera
sobreposicao espetral

Decresce independentemente

Intensidade de fluorescéncia Decresce na regido de )
. L do comprimento de onda de
em estado estacionério sobreposicao espetral o
emissao
Tempo de vida N&o se altera Diminui

A transferéncia também pode ocorrer entre duas moléculas/particula de doador
(Tabela 11.26).84
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Tabela I1.26 - Tipos de transferéncia de energia nas propriedades de fluorescéncia do doador

no caso de homotransferénica.*

Caracteristicas da emisséo o o L o
Transferéncia radiativa Transferéncia ndo radiativa
do doador

. Modifica-se na zona de .
Espetro de fluorescéncia . Néo se altera
sobreposicao espetral

Decresce independentemente

Intensidade de fluorescéncia Decresce na regido de )
. o do comprimento de onda de
em estado estacionério sobreposicéo espetral o
emisséo
Tempo de vida Abranda N&o se altera
Anisotropia de fluorescéncia o
o Diminui Decresce fortemente
em estado estacionério
Anisotropia de decaimento o ) L
Mais rapido Muito mais rapido

de fluorescéncia

A caracteristica que mais influencia a eficiéncia destes dois processos de transferéncia
de energia é a sobreposicdo espetral. Por outro lado, o comprimento de onda de
emissdo e excitacdo assim como a geometria, influenciam a eficiéncia de processos
radiativos, o rendimento quéntico de fluorescéncia, as distancias entre doador e
aceitador e a viscosidade do meio, influenciam a eficiéncia de processos nao-
radiativos. Sumariamente, os processos de transferéncia radiativa resultam no
decréscimo de fluorescéncia na zona de sobreposicdo espetral, sendo esse efeito no
do espetro de fluorescéncia chamado de efeito de filtro interno (IFE).8*

A extincdo de fluorescéncia pode ocorrer por processos dinamicos ou estaticos,
dependendo do tipo de interacdo que ocorra entre o analito e o fluor6foro. Em
processos dinamicos, ocorre uma colisdo entre a espécie emissora e o analito durante
o tempo de vida do estado excitado do doador. Desta colisdo ocorre transferéncia
eletronica, da qual resulta um retorno ao estado fundamental, sem emisséo de fotdes.
Por seu turno, em processos estaticos, ocorre a formacdo de um complexo néo-
fluorescente entre o analito e a espécie emissora. Ap0s irradiacdo, este complexo
regressa de imediato ao estado fundamental sem emissao de fotdes, significando que
a emissdo observada se deve a espécies emissoras ndo complexadas.?+8°

O formalismo de Stern-Volmer é apresentado pela Equacdo 1l-6 e quantifica a

sensibilidade do fluoréforo quando na presenca de um dado analito (Q).%*
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FO .
- = 1+ Kg,[Q] Equacéo I1-6

Na equacéo, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario, na
auséncia e na presenca de analito, respetivamente, Ksv é a constante de Stern-Volmer
e [Q] a concentracdo de Q. Geralmente, traga-se um grafico Fo/F vs. Q; se a variagcao
for linear, o declive obtido é diretamente o valor de Ksy. A determinacdo dos tempos
de vida dos fluoréforos € o método mais expedito para comprovar a ocorréncia de um
mecanismo dindmico ou estatico. Se o mecanismo for dindmico observar-se-a uma
diminuicdo do tempo de vida com o aumento da concentragdo do agente extintor
(analito). Caso néo ocorra qualquer alteracdo no valor do tempo de vida do sistema
em consideracéo (par-fluor6foro-analito) o mecanismo sera puramente estatico.?4° As
equacdes seguintes definem as respetivas Ksy para mecanismos dindmicos (Equagao

[I-7) e estaticos (Equacao 11-8):

Kp = k47 Equacéo II-7
[F Q] N
K. = Equacao 1I-8
STI) auas

onde Kp e Ks séo as constantes de Stern-Volmer dindmica e estatica, respetivamente;
kq € a constante de extingdo bimolecular, 7 o tempo de vida do fluor6foro na auséncia
de Q, [F] e [Q] sao as concentracdes de fluoréforo e analito, respetivamente e [FQ] é

a concentracdo do complexo néo fluorescente.?

Mecanismos estaticos e dindmicos podem concorrer entre si, resultando num desvio a
linearidade na curva de Stern-Volmer.8* As constantes de Stern-Volmer determinadas
serdo indicadas por Ksy (independentemente do mecanismo), que se vird a comprovar

como sendo um mecanismo de extingdo estatico.

[1.4.1.1 — Avaliacdo Sensorial em Solugéao

A avaliacdo sensorial dos NPsC na detecédo de proteinas foi realizada por titulacao de
dispersdes aquosas de fluoréforo (0.01 mg/mL) em tampéo fosfato 50 mM (pH 7.2)
com adi¢do de concentra¢des conhecidas de proteina e um periodo de incubagéo de

10 minutos antes de cada leitura (UV-Vis e fluorescéncia).
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Os espetros de emissao foram tracados a t.a. numa célula de quartzo de 1cm de passo
Gtico e com um varrimento de 300 nm até 700 nm, com geometria de 90° relativamente
a excitacdo. O comprimento de onda de excitacdo serd indicado caso a caso.

Os valores de Ksy apresentados correspondem a zona linear das curvas, tendo sido
determinados pelo valor das areas das respetivas curvas dos espetros de emissao de

fluorescéncia.

11.4.1.1.1 — Detecéo de Proteinas
A hemoglobina humana (Hb) foi a primeira proteina testada no presente estudo.
Fizeram-se ensaios com hemoglobina humana Fe®* (MetHb) e Fe?" (OxyHb),

citocromo c (Cyt c), mioglobina (Mio) e lisozima (Lys).

A avaliacdo da capacidade sensorial dos NPsC foi realizada por espectroscopia de
fluorescéncia e quantificada pelo formalismo de Stern-Volmer (Ksy), paréametro
diretamente correlacionado com a sensibilidade sensorial do fluoréforo a um dado
analito. A Figura 11.38 exibe o decréscimo da intensidade de fluorescéncia dos NPsC
com as sucessivas adi¢cdes de MetHb, com o0 maximo de emisséo a ca. 406 nm.
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Figura 11.38 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de MetHb (pH=7.2) (Lexc = 340 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.
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Foi obtido um Ksy de 7.3x10° Mt numa gama de concentracdo de Hb de 10 nM a 2
UM). A sensibilidade dos NPsC a OxyHb na mesma gama de concentracao foi menos
acentuada (Ksy = 3.2x10° M%) (Figura 11.39), exibindo o seu maximo de emisséo a 414

nm.
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Figura 11.39 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de OxyHb (pH=7.2) (Aexc = 340 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.

No sentido de explorar o mecanismo envolvido no processo de extincdo da
fluorescéncia dos NPsC quando na presenca das proteinas, foram avaliados os
integrais de sobreposicdo dos espetros de emissdo dos nanomateriais e 0s espetros
de absorcéo dos analitos testados.

Verificou-se que os espetros de emissdo dos NPsC se sobrepdem aos espetros de
absorcdo de ambas as formas de Hb (Fe?" e Fe®), com valores de integrais de
sobreposicdo J(A) de 2.817x10%° nm*M-tcm™ para MetHb e 2.879x10® nm*M1cm? para
OxyHb, sendo previsivel adiantar a ocorréncia de um mecanismo RET na extingdo de
fluorescéncia. Assumindo que todos o0s outros parametros envolvidos no processo de
transferéncia de energia sdo idénticos, nomeadamente a orientagdo relativa dos
dipolos de transigdo (k?) do doador (NPsC) e do aceitador (proteina), outros fatores

estardo envolvidos dada a diferenca observada nos valores de Ksy. Assim, efeitos
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primarios e secundarios de filtro interno (IFEs) originados pelo analito poderdo ser
também os responsaveis pela reducdo de emissdo dos NPsC e consequentemente,
responsaveis pelos diferentes valores de Ksy obtidos. De fato, o aumento de
concentracdo de proteina durante o ensaio, conduz a uma alteragdo do perfil de
emissdo dos NPsC (pico maximo inicial a ca. 407 nm), indicando claramente a
ocorréncia de IFEs secundarios. Este efeito foi menos pronunciado na presenca da
OxyHb, cujo maximo de absor¢édo se encontra mais desviado para o vermelho (414
nm), ajudando a explicar, pelo menos em parte, os diferentes valores de Ksy. Alterando
0 comprimento de onda de excitagdo no ensaio de quenching (Aexc = 380 nm) (Figura
[1.40) foi obtido um menor valor de Ksy com MetHb (4.3x10° M1), observando-se um
desvio batocrémico no maximo de emissdo dos NPsSC (Adem max = 437 nm). Este
resultado era expectavel dado que apenas uma pequena propor¢cdo de luz emitida
pelos NPsC foi absorvida pela MetHb, levando a uma menor contribuicdo dos IFEs

para a extingdo de fluorescéncia global.
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Figura 11.40 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de MetHb (pH=7.2) (Lexc = 380 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.

Resultado similar foi obtido com a OxyHb como analito (Figura 11.41) originando um
Ksv de 2.3x10° M.
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Figura ll.41 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de OxyHb (pH=7.2) (Lexc = 380 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.

De modo a excluir a possibilidade de o decréscimo de intensidade de emissédo de
fluorescéncia se dever a interacdes ndo especificas estabelecidas entre os NPsC e as
proteinas, levando a ocorréncia de agregados/aglomerados de nanoparticulas e self-
guenching, foi realizado um ensaio de controlo nas mesmas condi¢cdes dos ensaios
anteriores utilizando uma proteina altamente basica (Lys), desprovida de qualquer
grupo prostético. Como esperado, ndo ocorreu extincdo de fluorescéncia com

significado na emisséo dos NPsC (Figura 11.42).
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Figura 11.42 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de Lys (pH=7.2) (Lexc = 340 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.

A sensibilidade dos NPsC a mioglobina e o citocromo c foi testada em condi¢fes

idénticas as aplicadas nos ensaios com a hemoglobina. Os NPsC foram igualmente

sensiveis a estas proteinas, embora com menores valores de Ksv, 3.6x10° M? e

2.2x10° M1, respetivamente para Mio e Cyt c (Figura 11.43 e Figura 11.44).
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Figura 11.43 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de Mio (pH=7.2) (Aexc = 340 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.
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Figura I1.44 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de gquantidades crescentes de Cyt ¢ (pH=7.2) (Aexc = 340 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.



Resultados e Discussao 91

Uma particularidade interessante reside no facto de os NPsC serem aptos na detecao
de Lys. Apés a interacdo dos NPsC com a MetHb, ficou provado ocorrer extin¢cao de
fluorescéncia significativa na emissdo do fluoréforo. Verificou-se que a adicao
progressiva de Lys a mistura NPsC-MetHb, resulta no aumento de fluorescéncia (turn-
on) da emissdo dos NPsC, quantificada mais uma vez, pelo formalismo de Stern-
Volmer (Figura 11.45).
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Figura 11.45 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca
de MetHb (1nM) e quantidades crescentes de Lys (pH=7.2) (Aexc = 380 nm). Inset: Curva de

Stern-Volmer.

A comprovada sensibilidade dos NPsC obtidos a partir das AR-2F-16 quando na
presenca de MetHb, ficou demonstrada nos ensaios anteriores. Nesse sentido, foram
realizados ensaios similares com MetHb e OxyHb utilizando os NPsC produzidos a
partir das AR-2F-17 (NPsC-AR-2F-17-XII-I) (Figura 11.46 e Figura 11.47). Os ensaios
foram realizados no estado estaciondrio e também um ensaio adicional de decaimento
de fluorescéncia dos NPsC na presenca de quantidades crescentes de MetHb, com o
objetivo de clarificar o mecanismo de extincdo predominante (mecanismo dindmico ou

apenas mecanismo estético).



Resultados e Discussao 92

Foram obtidos valores de Ksy 4.23x10° M e 2.23x10° M! respetivamente para MetHb
e OxyHb, valores inferiores aos obtidos para os NPsC provenientes das AR-2F-16
(NPC-AR-2F-16-Ill). Este ultimo resultado poderé ter origem no facto de este efluente
ter originado NPsC com um maximo de emisséo desviado para o vermelho ca. 35 nm,
reduzindo os IFEs provenientes da MetHb e da OxyHb (consequentemente com um

menor integral de sobreposic¢ao).
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Figura 11.46 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de MetHb (pH=7.2) (Aexc = 340 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.
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Figura 11.47 - Espetros de emisséo de dispersdes aquosas de NPsC (0.01 mg/mL) na presenca

de quantidades crescentes de OxyHb (pH=7.2) (Lexc = 340 nm). Inset: Curva de Stern-Volmer.

Os dados recolhidos através de medicdes de fluorescéncia resolvida no tempo e
coligidos na Tabela I1.27 mostram que nao ha alteracao no tempo de vida do fluoréforo,
0 que permite adiantar que o mecanismo de extincdo sera estatico, ocorrendo a
formacgdo de um complexo MetHb+NPsC que exibe um estado excitado ndo emissivo.
Esta possibilidade é reforcada pelo resultado do ensaio realizado na presenca de Lys,
onde se observou um turn-on na emissao do fluoréforo, evidenciando a formagéo
prioritaria do complexo de Lys dada a afinidade desta proteina com a superficie dos

NPsC, dado o valor do seu ponto isoeléctrico (pl), sendo este complexo emissivo.
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Tabela I1.27 - Tempos de vida de dispersdes aquosas de NPsC (NPsC-AR-2F-17-XII-I) (0.01
mg/mL) (pH=7.2) na presenca de quantidades crescentes de MetHb (0 - 2x10¢ M).

MetHb/M a; 1% T1/nS a, 1% T,/ns Tmédia /NS
0 90.1 11 9.9 2 10
5x108 89.8 11 10.2 2 10
2.5x107 88.8 11 11.2 2 10
7.5x107 89.0 11 11.0 2 10
1x10® 89.5 11 10.5 2 10
1.25x10°6 89.0 11 11.0 2 10
1.5x106 88.5 11 11.5 2 10
2x10 89.2 11 10.8 2 10
24000
IRF (Fungéo de resposta do instrumento)
18000
£ \ — Decaimento exponencial
)
= \
812000 \ Decaimento calculado
5 \
(&) N
N
6000 ™
0 A\ , , - — S TG—
0 10000 20000 30000 40000
Tempolps

Figura 11.48 - Decaimento da emissdo de NPsC-AR-2F-17-XII-1 [0.01 mg/mL] e Hb [2x10¢ M]
(PH=7.2); (Aexe=340 nm; Aem=440 nm).
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Figura 11.49 - Decaimento da emissdo de NPsC-AR-2F-17-Xll-1 [0.01 mg/mL] (pH=7.2);
(Aexe=340 NnM; Aem=440 nm).
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1.1 - PREAMBULO

A Parte Experimental englobara as seguintes Seccoes:
lll.2 - Reagentes, Técnicas Gerais e Equipamento

1.3 - Caracterizacdo das Aguas Residuais do Processamento Industrial do Azeite
(ARPIA)

[11.4 - Sintese dos NPsC
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lI.2 — REAGENTES, TECNICAS GERAIS E EQUIPAMENTO

Os reagentes/solventes de pureza analitica foram utilizados na forma em que foram

recebidos.

Os ensaios de sintese dos NPsC por tratamento hidrotérmico foram efetuados num
reator de alta-pressdo em aco inox (Parr, modelo 4560) de 300 mL de capacidade,
equipado com sensores/controladores de presséo, temperatura e agitacdo (Parr modelo
4843).

Ao longo do texto serdo descritos os métodos de processamento/isolamento dos
produtos, sendo que o método empregue foi a filtragdo por membrana de celulose de

0.2 um da Macherey-Nagel.

A didlise foi realizada com uma membrana Spectra/Por®6 Pre-wetted RC Tubing,
MWCO 1000 Da, em agua Millipore®.

Os espetros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram tragados num
espectrofotébmetro Briker Vertex 70 com uma resolucédo de 2 cm™. Na descri¢éo de cada
espectro, os dados serao indicados da seguinte forma: vmax (estado da amostra: pastilha
de KBr (brometo de potassio)); n° de onda (cm™) correspondente a frequéncia do
méximo de absor¢do de uma banda, caracteristica da banda (f, forte; m, média; fr, fraca;

[, larga; 0, ombro), atribuicdo de vibracdo a um agrupamento molecular.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN !H, 400 MHz) e de
carbono desacoplado (RMN *3C, 100 MHz) foram realizados num espectrémetro Briiker
AVANCE I+ (400 MHz), utilizando D>O ou MeOH-d4 como solvente.

Os espectros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram tracados num espectrofotometro de
dicroismo circular (Jasco, modelo J-815); as concentragfes/solventes das solucdes

utilizadas serao indicadas caso a caso.

Os espectros de fluorescéncia no estado estacionario foram obtidos num
espectrofluorimetro Perkin Elmer, modelo LS45, utilizando geometria a 90°. As
condicdes de realizacdo de cada ensaio serdo apresentadas para cada caso. Todos 0s

ensaios forma realizados a 25°C, utilizando células de quartzo de 1 cm.

A dindmica relativa ao decaimento de intensidade de fluorescéncia em picosegundos foi
obtida pelo método de temporizacéo de fotdo Unico com excitac¢éo a laser, utilizando um

set-up descrito em Menezes et al.®
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Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram determinados em H;O, utilizando
sulfato de quinino em H,SO4 0.01 M como padrdo (&= 0.54;%” em condicdes de

equilibrio com o ar e geometria a 90°), através do método do declive.®®

As andlises de termogravimetria (TG) foram efetuadas num calorimetro Netzsch Luxx,

modelo STA 409 PC, utilizando uma taxa de aquecimento de 7°C min™.

A microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) foi efetuada num microscépio Hitachi,
modelo H-8100 (200 kV), utilizando uma grelha de cobre de 200 mesh com filme de
Formvar Carbon. As dispersfes aquosas foram depositadas no suporte e evaporadas

naturalmente a 20°C.

A microscopia de fluorescéncia foi realizada num microscépio Zeiss, modelo Axiovert 40
CFL, equipado com lampada de vapor de mercurio HBO de 100 W e conjunto de filtros
n° 49 da Zeiss (excitagdo 365 nm). As imagens foram obtidas através de uma camara

digital acoplada.

A determinag&o do pH nas diversas solu¢des de NPsC foi realizada num aparelho de

pH da marca Denver Instrument, modelo 215.

As andlises elementares foram efetuadas no Servico de Microandlise (C.A.C.T.l.) da

Universidade de Vigo.

As leituras de condutividade foram efetuadas com um condutivimetro WTW-Multi 340i

equipado com um elétrodo WTW Tetra Com® 325.

As proteinas utilizadas nos ensaios de detecao (citocromo c¢ (>95%, SDS-PAGE) e
mioglobina (>90%), ambos de coracdo de cavalo, lisozima (>90%) da clara de ovo,
hemoglobina humana (po liofilizado, (Hb)) e hemoglobina humana de ferro estabilizado
Ao (p6 liofilizado, (oxyHb))) foram adquiridas a Sigma-Aldrich e foram utilizadas

conforme recebidas.

As AR-2F utilizadas foram recolhidas de uma unidade industrial de extracdo de azeite
naregido de Santarém, Portugal, operando um processo de centrifugacao 2 fases. Apés
serem recolhidas, as AR-2F foram guardadas a -15 °C em garrafas de polietileno até
utilizacdo. Antes de cada ensaio, as AR-2F foram estabilizadas a temperatura de ca.
20°C e homogeneizadas por agitagdo. As duas amostras de AR-2F foram recolhidas em
novembro de 2016 (AR-2F-16) e em novembro de 2017 (AR-2F-17).

As AR-P sofreram 0 mesmo processo de conservagao, estabilizacdo e homogeneizacdo
que as AR-2F. Estas foram recolhidas numa unidade industrial na regido de Santarém,

Portugal, em novembro de 2016.
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1.3 = CARACTERIZACAO DAS AGUAS RESIDUAIS DO
PROCESSAMENTO INDUSTRIAL DO AZEITE

[11.3.1 — Quantificacdo de Solidos Totais
Para a quantificacao de sélidos totais nas ARPIA, evaporou-se uma amostra de 250mL

a secura e o residuo castanho obtido foi seco sob vacuo a 105°C durante duas horas.

[11.3.2 — Quantificacdo de Fendis Totais®46°

A determinacédo dos fendis totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu®4.
Adicionou-se 1.5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (10% v/v) a uma aliquota de 200
uL de ARPIA (previamente diluida) e incubou-se durante 5 min. Decorrido esse periodo,
adicionaram-se 1.5 mL de NaHCOs; (60 g/L). Ao fim de 90 min de incubagéo, a 25°C,
procedeu-se a leitura da absorvancia a 725 nm. O conteddo em fendis totais foi
gquantificado com recurso a padrdes de acido galico, acido tanico e vanilina, numa gama
de concentracGes de 0 a 250 pgmL™. A determinacéo dos fendis totais nas ARPIA foi

feita em triplicado.

[11.3.3 — Quantificacdo de Flavondides Totais®’

O contetdo de flavondides presente nas ARPIA foi determinado por um método
espectrofotométrico baseado na formacdo de complexos entre o aluminio e o0s
flavonéides. A um aliquota de 1 mL de ARPIA (previamente diluida em H,0),
adicionaram-se 0.5 mL de uma solucéo de AICls (2% m/v) e 0.5 mL de H»O. Agitou-se
e apods 10 min de incubacao, a 25°C, procedeu-se a leitura da absorvancia a 427 nm. A
analise quantitativa foi efetuada usando quercetina como padrdo, numa gama de
concentracdes de 0 a 75 pgmL™. As leituras referentes as ARPIA foram efetuadas em

triplicado.

[11.3.4 — Quantificacdo de Taninos®®

A 20 mL de ARPIA adicionaram-se 1.3 g de p6 de pele cromado, mantendo-se sob
agitacdo durante 30 min. Filtrou-se a suspenséo por funil de Biichner, obtendo-se um
filtrado limpido. De seguida, o filtrado foi sujeito a um método colorimétrico, onde uma
aliqguota de 200 pL de filtrado foi utilizada no método de Folin-Ciocalteu, tal como
descrito anteriormente. A diferenca entre fendis totais nas ARPIA e no filtrado

corresponde a fracao de taninos. Todas as determinac@es foram feitas em triplicado.



Parte Experimental 103

[11.3.5 — Quantificacdo de Aclcares Totais®®

A uma aliquota de 0.5 mL de ARPIA (previamente diluida) adicionaram-se 0.5 mL de
uma solucéo de fenol (80% m/m). De seguida adicionaram-se, rapidamente, 2.5 mL de
H.S04 96% diretamente sobre a superficie da solucao anterior. A solucao resultante foi
devidamente agitada e deixada em repouso durante 25 min a 25°C. Ao fim deste periodo
procedeu-se a leitura da absorvancia a 488 nm. A curva de calibracdo foi tracada
utilizando D-glucose como padrdo, numa gama de concentracées de 0 a 50 ug mL™. As

leituras referentes as ARPIA foram como anteriormente efetuadas em triplicado.

[11.3.6 — Quantificacdo de Cloretos’

Na determinacao de cloretos pelo método de Mohr, uma aliquota de 2.8 de ARPIA foi
diluida em 50 mL de H2O e a solugéo resultante foi adicionado 1 mL de K;CrOs (5%
m/m). Procedeu-se a titulagdo com AgNO3 0.1 M até ao aparecimento permanente da
cor vermelha resultante da formagéao de Ag.Cr.04. As determinagdes foram efetuadas

em triplicado.

[11.3.7 — Quantificacdo de Cinzas”®

Os ensaios foram realizados em triplicado. Os cadinhos de porcelana, previamente
secos a 105°C durante uma hora, foram colocados numa mufla a 550°C durante 4 horas.
ApOs este periodo, foram arrefecidos num exsicador durante 1 hora. Quantificou-se a
amostra colocada em cada cadinho (NPsC ou ARPIA) e colocou-se na mufla a 550°C.
Apo6s um periodo de ca. 12/24 horas, arrefeceu-se em exsicador até peso constante e

quantificou-se o soélido cinzento resultante.

[11.3.8 — Quantificacdo de Nitratos’?

A uma aliquota de 100 uL de ARPIA (previamente diluida) adicionou-se 0.4 mL de
solucéo de acido salicilico 5% (m/v) em H>SOa, agitou-se e deixou-se em repouso at.a.
durante 20 min. Concluido este periodo, adicionaram-se 9.5 mL de NaOH 2N, agitou-se
e procedeu-se a leitura da absorvancia a 415 nm. A curva de calibragéo foi tracada com
NaNO; como padrdo, numa concentracdo de 0 a 250 pgmL™. A determinacéo de nitratos

nas ARPIA foi efetuada em triplicado.

[11.3.9 — Quantificacdo de Lipidos

Uma amostra de ca. 250 mL de ARPIA foi extraida com 3x100 mL de n-hexano. As fases
organicas juntas foram secas com sulfato de magnésio, filtradas por gravidade,
evaporadas a T<40°C e secas sob vacuo a 40°C. No final, quantificou-se o total de

lipidos extraido com n-hexano. O ensaio foi realizado em duplicado.
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111.3.10 — Quantificacdo de Proteinas

A uma aliquota de 1mL de ARPIA (previamente diluida) adicionou-se 1 mL de solugdo
de azul brilhante de coomassie (G250 = 0.06% (m/m) em HCI (0.6 N)), agitou-se e
deixou-se em repouso durante 2 min. Decorrido esse periodo procedeu-se a leitura da
absorvancia a 620 nm. A curva de calibracdo foi tragada com BSA (Bovine Serum
Albumin) como padrdo, numa gama de concentracdes de 0 a 50 pg mL?: A

determinacdo de proteinas nas ARPIA foi efetuada em triplicado.

1.3.11 — Determinacédo de CQO e CBO

As determinagtes de CQO e CBO foram efetuadas através de métodos reportados.”

l1l.4 — SINTESE E PURIFICACAO DOS NPsC

Na sintese dos NPsC por tratamento hidrotérmico foram utilizadas trés fontes de
carbono, todas provenientes de ARPIA, mas obtidas por processos de extracdo do
azeite distintos: centrifugagéo de duas fases (AR-2F-16 e AR-2F-17) e extrag&o por

prensa.

[11.4.1 - Sintese dos NPsC derivados das AR-2F-16

Tipicamente, 120 mL (ou 60 mL) de AR-2F-16 e uma dada quantidade de ED, foram
colocadas no reator de ago inox, sendo este devidamente selado e as condi¢cdes do
ensaio programadas. As condi¢cdes reacionais de cada ensaio sdo apresentadas na
Secgédo 11.3.1.1. Os NPsC obtidos com melhor rendimento quéntico sdo designados por

NPsC-AR-2F-16-11l no capitulo dos Resultados e Discussao.

[11.4.2 — Sintese dos NPsC derivados das ARPIA

Uma amostra de ARPIA foi diluida em AR-2F-16 até perfazer um volume de 120 mL. A
esta mistura juntou-se uma determinada propor¢éo de ED, transferindo a m.r. resultante
para o reator de aco inox, sendo este devidamente selado e as condi¢cbes do ensaio
programadas. As condicdes reacionais estdo apresentadas na Secc¢éo 11.3.2.1, sendo o

ensaio com melhor rendimento quantico designado por NPsC-ARP-III.

[11.4.3 — Sintese dos NPsC derivados das AR-2F-17

Tipicamente, 120 mL de AR-2F-17 e uma determinada quantidade de ED, foram
colocadas no reator de aco inox, sendo este devidamente selado e as condi¢bes do
ensaio programadas. De seguida, desarejou-se a m.r. introduzindo N, (presséo até 2
bar), libertando depois este Gltimo abrindo a valvula de saida do sistema, sendo o
procedimento realizado trés vezes. Posteriormente, fez-se passar N, continuamente
durante 3 min. Apoés este periodo deixou-se a m.r. sob pressao positiva de azoto (ca. 2

bar). As condi¢es reacionais de cada ensaio estdo discutidas na Secc¢éao 11.3.3.1, sendo
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0 ensaio com melhor rendimento quantico designado NPsC-AR-2F-17-XIl. Os NPsC
derivados deste efluente e obtidos em atmosfera oxidativa (cf. ensaios de AR-2F-16),

serdo tratados ao longo da Secgéo 11.3.3.1.

[11.4.4 — Purificacdo dos NPsC por Extracao liquido-liquido

Uma amostra de 100 mL de NPsC foi extraida com 2x75 mL de CH2Cl, e com 2x75 mL
de AcOEt, obtendo no final uma fase aquosa e duas organicas. As fases organicas
foram secas com sulfato de magnésio, filtradas por gravidade, evaporadas a T<50°C e
secas sob vacuo a 50°C. A fase aquosa foi colocada sob vacuo de forma a retirar restos
de solvente orgénico proveniente da extracdo e guardada tal e qual sob atmosfera

inerte.

[11.4.5 — Purificagcdo de NPsC por Sephadex G75
Uma amostra de 18 mL de NPsC-AR-2F-16-XV (ca. 25.2 mg) foi carregada huma coluna
cromatogréafica com Sephadex G75, previamente preparado (descricdo cf. segue), e

recolhidas varias fracoes.

Previamente, 2.5 mg de Sephadex G75 foram suspensos em 150 mL de agua Millipore®
e a suspensdo aquecida a 90°C, com agitacdo, durante trés horas. A suspenséo foi
mantida em repouso durante quatorze dias. Recolheu-se o0 sobrenadante e lavou-se o
gel com agua Millipore® (trés vezes), levando ao ultrasons. Transferiu-se o gel para uma
coluna cromatogréfica (d= 1cm; h=20 cm) e deixou-se repousar durante 24h. Apos a
eluicdo, o Sephadex é reutilizado apdés sucessivas lavagens com agua Millipore®

(controlo da eficiéncia da lavagem recorrendo a medi¢c&o da condutividade do eluato).
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IV CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

O desenvolvimento dos novos nanopontos de carbono utilizando como fonte de carbono
aguas residuais do processamento industrial do azeite (ARPIA) foi conseguido com
rendimentos quanticos significativos. A aplicacdo destes nanomateriais como sensores
altamente sensiveis e seletivos de proteinas hémicas, nomeadamente hemoglobina, foi

demonstrada.

O processo sustentavel desenvolvido para a valorizacdo deste efluente por uma via
termoquimica revelou-se como uma alternativa a ter em conta nos processos de
aproveitamento de residuos aquosos provenientes da industria do azeite. Em estudos
posteriores devera ser dada particular atencao ao reaproveitamento do residuo solido

obtido apds sintese dos NPsC.

Para além das aplicagbes demonstradas nesta dissertacdo, existe uma vasta
diversidade de aplicagBes nas quais os NPsC sintetizados poderéo ser desejavelmente
testados. Destas destacam-se a sua utilizagcdo como sensores quimicos e bioldgicos,
quer em dispersdes agquosas quer suportados em matrizes diversas, em bioimagiologia,
e em fotocatélise. Estudos referentes as trés aplica¢des referidas estéo ja actualmente

em curso no grupo de investigacdo onde esta tese foi realizada.
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