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Resumo: Pontos quéanticos ou quantum dots (QDs) sdo
nanocristais fluorescentes de semicondutores que vém
sendo frequentemente utilizados em ciéncias da vida
permitindo a identificagdo de estruturas biologicas
(células e tecidos) e o entendimento de processos
dindmicos em células. As suspensdes de QDs para
aplicagdes em células vivas precisam de modificagdes
quimicas, tal como mudangas no pH que podem levar a

perda da eficiéncia de fluorescéncia dessas nanoparticulas.

Assim, este trabalho teve como objetivo medir a
eficiéncia quéantica da fluorescéncia e avaliar as
caracteristicas de emissdo de QDs de CdTe sintetizados
em meio aquoso em fungdo de diferentes pHs. Para este
estudo foi explorada a técnica de espectroscopia de lente
térmica de feixe unico no modo eclipse. Os resultados
obtidos forneceram uma melhor compreensdo da
influéncia do pH na modificagdo das caracteristicas da
emissdo dos QDs, estabelecendo parametros para o uso de
QDs de CdTe em variadas aplicagdes focadas no
diagndstico, tais como: geracdo de imagens de células e
tecidos, fluoroimunoensaios e analises por citometria de
fluxo.

Palavras-chave: Quantum Dots, Eficiéncia Quantica,
Espectroscopia de fluorescéncia.

Abstract: Quantum dots (QDs) are fluorescent
semiconductor nanocrystals that have been frequently
used in life sciences allowing the identification of
biological structures (cells and tissues) and the
understanding of dynamic processes in cells. The use of
QDs in living cells requires chemical modifications, such
as pH changes, which can lead to the loss of the
fluorescence efficiency of these nanoparticles. Thus, this
study aimed to evaluate the emission characteristics of
CdTe QDs synthesized in aqueous medium, in function of
different pH, and to determine the fluorescence quantum
efficiency of the nanostructures. For this study we used
the technique of single beam thermal lens spectroscopy in
the eclipse mode. The results allowed a better
understanding of the influence of pH on the emission
characteristics of QDs, establishing parameters for its use
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in various biomedical applications such as: imaging
of cells and tissues by optical techniques,
immunoassays, flow cytometry and others.

Keywords:  Quantum  Dots,
Fluorescence spectroscopy.

Quantum  yield,

Introducédo

Em ciéncias da vida sdo de grande importancia o
desenvolvimento e a caracterizagdo de novos insumos,
que permitam o surgimento de formas inovadoras de
diagnostico e/ou terapia. Neste contexto, técnicas
opticas de imagem como microscopia de fluorescéncia,
sistemas de imagens por fluorescéncia in Vvivo,
citometria de fluxo e analise por fluoroimunoensaios
[1-3], que exploram marcadores fluorescentes, t€ém se
apresentado como importantes ferramentas na
avaliagdo de sistemas bioldgicos [4]. Marcadores
fluorescentes, como moléculas organicas e pontos
quénticos (quantum dots—QDs), que emitem radiagdo
eletromagnética apos excitagdo Optica, sdo utilizados
na identificagdo de biomoléculas em células, tecidos e
no entendimento de processos dindmicos que ocorrem
nesses sistemas bioldgicos. Em particular, os QDs sdo
nanoestruturas fluorescentes de semicondutores com
caracteristicas atraentes para sua utilizacdo em
técnicas Opticas de diagnostico baseadas em
fluorescéncia. Entre estas caracteristicas se destacam:
(1) largo espectro de absorcdo, permitindo que varios
QDs sejam excitados apenas com uma fonte de luz; (2)
alta resisténcia a fotodegradagdo, aproximadamente
100 vezes maior do que nos fluoréforos organicos, e
(3) espectros estreitos de emissdo permitindo
multiplas marcagoes [5-7].

Em geral, os QDs tém uma estrutura complexa, na
qual o nucleo, responsavel pela emissdo da
fluorescéncia, € revestido por uma camada de
passivacdo que proporciona a fotoestabilidade da
nanoparticula. Por fim, os QDs podem possuir uma
camada funcionalizadora que contém grupamentos
quimicos funcionais que além de prover estabilidade
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quimica, permitem a conjuga¢do das nanoestruturas
semicondutoras a biomoléculas. O uso da bioconjugagio
imprime especificidade as técnicas Opticas por
fluorescéncia. O processo de conjugacio de QDs a
moléculas (anticorpo, antigenos, enzimas, etc.) exige o
estabelecimento de condi¢cdes fisicas e quimicas
(temperatura, pH, concentragdes de reagentes) [8]. E
conhecido que o processo de conjugacdo pode modificar a
capacidade das nanoestruturas fluorescerem [9]. Na
conjugacdo, o ajuste do pH da suspensdo de QDs faz-se
necessario, o que pode acarretar na redugdo da capacidade
da nanoparticula emitir luz. A eficiéncia quantica de
fluorescéncia (77) ¢ um pardmetro que quantifica a
capacidade de um fluoréforo emitir radiagdo [10].

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia
quantica de fluorescéncia de QDs de Telureto de Cadmio
(CdTe) sintetizados em meio aquoso ap6s o ajuste do pH
com acido mercaptosuccinico (AMS) ou acido cloridrico
(HCI).

Para a determinagdo do valor de 7 para as amostras de
CdTe foi utilizada a técnica de espectroscopia de lente
térmica de feixe Gnico no modo eclipse (Eclipse Thermal
Lens—ETL), a qual mostra maior sensibilidade que a lente
térmica convencional [11]. Os resultados, além de
fornecerem um melhor entendimento do processo de
modificacdo da emissdo de QDs em fun¢do do pH,
ajudaram a estabelecer pardmetros para a aplica¢do dos
mesmos na geragdo de imagens de células e tecidos por
técnicas opticas.

Materiais e métodos

Os QDs de CdTe foram sintetizados em meio aquoso
com adaptacdes do método descrito por Andrade e
coautores [12]. Resumidamente, os QDs foram
preparados pela adi¢do de teltrio reduzido, Te?", em uma
solugdo de Cd(ClOs), (Perclorato de Cadmio) em pH
alcalino maior que 10 na  presenga do
estabilizante/funcionalizante AMS, em uma proporgdo
molar de 5:1:6,2 Cd:Te:AMS. Todos os reagentes
utilizados foram da Sigma Aldrich. A solugdo aquosa de
Te?* foi preparada a partir do telario metalico (Te®), em um
alto pH utilizando 100 pL. de NaOH 2M e sob atmosfera
inerte de nitrogénio. A reagdo procedeu por 5 horas em

atmosfera inerte, constante agitacdo e aquecimento a 80°C.

Apos essa etapa, a suspensio foi diluida 1:6 (QD:Agua —
v:v), com pH final 10,3 e absorbancia menor que 0,1 no
comprimento de onda de 532 nm.

O ajuste dos pHs foi realizado de duas formas: (1)
com uma solu¢do aquosa de agente estabilizante AMS a
4,9% (m/v) obtendo amostras com pHs: 9,8; 9,1; 8,4; 7,3;
6,2 ¢ 5,3 e (2) ajustando o pH da solu¢do usando HCI a
1M, sendo obtidos QDs com pHs: 9,1; 8,4 ¢ 8,0. Todas as
amostras tiveram a mesma concentragdo de QDs
(8,45x107M). O didmetro estimado dos QDs foi de 3,1
nm.

Caracterizagdo optica— Os espectros de absor¢do e
de emissdo foram coletados usando um espectrofotdmetro
modelo 1800  UV-VIS (Shimadzu) e um
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espectrofluorimetro modelo LS 55 (Perkin Elmer),
respectivamente.

Espectroscopia de lente térmica— A lente térmica
(LT) é um efeito transiente decorrente do aumento
local de temperatura gerado pela absor¢do de luz na
amostra ¢ um subsequente decaimento ndo radiativo
de fotons absorvidos, que resulta na mudanga
localizada do indice de refra¢do, n, da amostra. A
mudanga localizada de n induz um efeito tipo lente
optica na amostra, que ¢ detectado pelo feixe de luz
que a atravessa [10,13].

Na técnica de LT um feixe gaussiano de um laser ¢
focalizado na amostra e a dindmica temporal da
intensidade do feixe transmitido é avaliada. O modelo
tedrico para a LT é baseado na teoria de propagagdo de
feixe gaussiano e difragdo de Fresnel na configuracio
de feixe tnico. Este modelo foi desenvolvido por
Sheldon e colaboradores [14]. A expressdo analitica
para o comportamento temporal da intensidade do
feixe transmitido pela amostra é:

2v )]2 )

— 0 -1

I'=1 [1 —tan ([9+V2](tc/2t)+3+V2
Com lg sendo a intensidade do feixe parat =0, 8¢é o
deslocamento de fase térmico ¢ V é dado por: V =
z/zg + (z/2,)[1 + (2/25)?] Considerando  a
posicdo da cintura do feixe como a origem da
coordenada z, Z e Z, sdo as posi¢des da amostra ¢ do
detector, respectivamente; Zr é o0 comprimento
Rayleigh; tc ¢ o tempo caracteristico de difusdo do
calor, dado por, tc=w/4D, sendo D=x/pCp, a
difusividade térmica, p a densidade volumétrica, Cp 0
calor especifico da amostra e axya cintura do feixe de
excitagdo na posicao da amostra, Z.

A amplitude de 6, presente na Eq. 1, é determinada
por:

- _ PPus dn ©)
KA, dT

Sendo ¢ a fragdo de energia absorvida
transformada em energia térmica, ou eficiéncia
quantica absoluta ndo-radiativa; Aex € 0 comprimento
de onda de excitagdo; k ¢ a condutividade térmica do
solvente; dn/dT o coeficiente termo-Optico € Paps a
poténcia absorvida pela amostra obtida a partir da
expressdo Paps = Pe(l-e6%), o é o coeficiente de
absor¢do linear Optico no comprimento de onda de
excitagdo (Aex), Pex @ poténcia de excitagdo e L o
caminho Optico da amostra. A eficiéncia quantica ndo-
radiativa ¢ para materiais fluorescentes ¢ dada na Eq.

3).

p=1-n—-=*= (3)

<;Lem>

Com (2,,) = [ 2u@N(Ay)/ [dN(4,,) sendo o com-

primento de onda médio de emissao.
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Assim a eficiéncia quantica de fluorescéncia, 7, da
amostra pode ser obtida medindo a dindmica temporal do
feixe de luz que atravessa o material, determinando a
poténcia absorvida pelo material e usando as Egs. 1, 2 e 3.

Arranjo experimental- A eficiéncia quéantica das
nanoestruturas foi avaliada usando o arranjo da Fig.1.
Para excitar os QDs foi usado um laser cw, (Nd:YAG;
Compass 215M-20; Coherent Inc.) de comprimento de
onda 532 nm. As suspensdes de QDs foram colocadas
numa cubeta de vidro de L = 1 mm. Uma lente (L3 na Fig.
1), de 10,0 cm de distancia focal foi utilizada para
focalizar o feixe na amostra. Um chopper foi usado para
controlar o tempo de exposigdo do laser na amostra (duty
cycle igual a 0,05, frequéncia de rotacdo de 110 Hz). Uma
mascara opaca circular que bloqueia a regido central do
feixe transmitido foi usada para aumentar a sensibilidade
da técnica de LT [11].

/ Ei L2 Ls

Nd:YAG
Chopper 532 nm, cw

Ls

E: L Amostra Mascara

Figura 1: Arranjo do sistema de lente termica no modo
eclipse. Li,Lo, Ls e L4 sdo lentes; Ei, E, sdo espelhos de
aluminio; D ¢ o fotodetector, o circulo preto representa a
mascara espacial.

Resultados e discussdes
Uma curva experimental mostrando a variagdo

temporal da intensidade da luz transmitida pela amostra
devido ao efeito de LT ¢é apresentada na Fig. 2. A curva

em vermelho representa o ajuste teérico usando-se a Eq. 1.

A poténcia de excitacdo na amostra foi de 8,7 mW.

© Sinalde LT
0.0 Ajuste Teorico

Sinal de LT (unid. arb.)

-1,0 4 T T
0 1 2

Tempo (ms)

Figura 2: Sinal de LT (curva azul) e ajuste tedrico (linha
vermelha) para QDs de CdTe e pH = 10,3.

A mudanca de pH da suspensdo de QDs produz uma
variagdo da emissdo das nanoestruturas. Verifica-se que a
modificacdo de pH do meio, pela adicdo de AMS (Fig. 3),
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leva a alteragdes na intensidade da radiagdo
eletromagnética emitida porém ndo modifica o perfil
espectral da fluorescéncia.
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——pH =103

Intensidade (unid. arb.)
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Figura 3: Espectro de emissdo de QDs de CdTe para

varios pHs, ajustados com AMS. Aexe = 532nm.

Na Fig. 4 sdo apresentadas as variacdes na
eficiéncia quantica para cada amostra em fun¢do do
pH ajustado com AMS ou HCI. Nota-se que para as
suspensdes com o pH modificado pela adigdo de AMS,
n apresenta valores maiores que 50%. A reducdo do
pH com AMS ¢ acompanhada do aumento do valor 7.

70 ™
e
Ed
60
—
)
< * o+
& 504 T
+ (Ds CdTe com AMS
QDs CdTe com HCI
40

45 60 75 90 105
pH
Figura 4: Variagdo na eficiéncia quantica para QDs de
CdTe, para diferentes pHs ajustando com AMS ou
HCl.

Com a modificagdo do pH das suspensdes por
adicdo do HCI, verificou-se que 7 decresce (Fig. 4)
com a diminui¢do do pH, resultado similar ao obtido
por Pilla e colaboradores [15]. Com o uso de HCI, néo
foi possivel determinar valores de 77 em suspensdes
com pHs menores que 8, devido a instabilidade das
amostras, que apresentaram separagdo de fase em
menos de um dia ap6s a sintese das mesmas. O
comportamento de queda de 7 observado na Fig. 4,
com o uso de HCI, ¢ atribuido ao fato do acido
provavelmente remover ou degradar a camada de
passivacdo dos QDs, e consequentemente expor
defeitos de superficie e diminuir a eficiéncia da
recombinagdo excitonica elétron-buraco. No caso do
uso do AMS, acredita-se que a camada de passivagdo
¢ aprimorada, pois o AMS participa ativamente da
formagdo desta camada, através da associacdo dos
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grupos tidis junto a superficie dos nanocristais
minimizando defeitos relacionados a vacancia de Te.
Ajustando as curvas experimentais de LT ao modelo
teorico, obtém-se os valores de 77 para nossas amostras.
Os valores da eficiéncia quantica de fluorescéncia para
cada amostra em func¢do do pH, ajustado com AMS, sdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Eficiéncia quantica de fluorescéncia dos QDs de
CdTe em solucdo aquosa com pHs ajustados com AMS.
Aexc= 532 nm.

pH 53 62 73 84 91 98 103
namws [%] 685 67,5 61,6 524 509 525 506

Concluséao

A eficiéncia quantica dos QDs de CdTe foi medida
usando a técnica de ETL, a qual mostrou alta
sensibilidade.

Desse estudo pode-se notar que para aplicagdes
biologicas, onde ¢ necessdrio pH neutro (préoximo ao
fisiologico) em torno de 7, deve ser utilizado o AMS para
o ajuste de pH das suspensdes de QDs. Pois além das
amostras se manterem estaveis sem precipitagdo,
apresentam uma maior eficiéncia quantica, até mesmo
quando comparadas com as amostras tendo o pH original
de sintese (10,3).
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