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RESUMO

As técnicas de caracterizagdo de nanoparticulas desempenham um papel fundamental na
compreensdo das propriedades e aplicacdoes dessas estruturas em escala nanométrica. Em
particular, para a caracterizagdo de nanoparticulas de ouro, destacam-se a Espectroscopia de
absor¢ao molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), a espectroscopia Raman, o
espalhamento dinamico de luz (DLS) e a microscopia eletronica de transmissdo (TEM). Essas
técnicas permitem obter informacdes valiosas sobre a estrutura, composigdo, tamanho, forma
e propriedades Opticas das nanoparticulas. Através da espectroscopia UV-Vis, pode-se
monitorar o padrdo caracteristico de absor¢do das particulas por meio da ressonancia
plasmonica; a partir da espectroscopia Raman obter informagdes sobre a composi¢do quimica
por meio de analises vibracionais; por meio da técnica de DLS determinar o tamanho e
distribuicdo de frequéncia dos didmetros encontrados das particulas em suspensdo, além do
potencial zeta por meio do mesmo instrumento; e por TEM, visualizagdo do material
mediante imagens em nanoescala. Neste cendrio, buscou-se apresentar uma visdo geral, bem
como o potencial de tais técnicas para a caracterizagao de nanoparticulas (NPs) de ouro de
diferentes formas, tamanhos e naturezas de funcionalizacdo de superficie. Neste estudo foram
obtidas NPs nas formas esféricas e abastonadas, com diametro médio de 13 nm e dimensoes
de 45x15 nm, além de um potencial zeta de -55,7 mV e 79,4 mV respectivamente. As
respectivas solucdes coloidais obtidas foram bastante estaveis, o que foi comprovado pelos
valores obtidos dos respectivos potenciais zetas, cujos sinais de carga superficial dependeram
da natureza de sua superficie. A modificacao da superficie das NPs ocorreu através da adigao
de moléculas contendo grupos funcionais com grande afinidade a superficie de ouro, como o
tiol (-SH), utilizando-se 4cido mercaptoacetico e cisteamina para esferas e bastdes
respectivamente, onde se avaliou as interagdes em distintas concentragdes molares de ouro e
conector, no qual a concentragdo 1/1 apresentou maior preservacao de tamanho e estabilidade
de particula. Ademais, as técnicas de caracterizagdo, demonstraram-se imprescindiveis na
investigacao e avaliacao de estudos com nanoparticulas, sendo fundamental a continuidade de
estudos que viabilizem a modificagdo de superficie de nanoparticulas de ouro de diferentes
formas e tamanhos, para potenciais aplicagdes, como em biossensores, fotOnica e
automontagem, por exemplo.

Palavras-chave: caracterizagdo; nanoparticulas; ouro.



ABSTRACT

Nanoparticle characterization techniques play a fundamental role in understanding the
properties and applications of these nanoscale structures. In particular, for the characterization
of gold nanoparticles, molecular absorption spectroscopy in the ultraviolet and visible region
(UV-Vis), Raman spectroscopy, dynamic light scattering (DLS) and transmission electron
microscopy ( HE HAS). These techniques allow us to obtain valuable information about the
structure, composition, size, shape and optical properties of nanoparticles. Using UV-Vis
spectroscopy, the characteristic absorption pattern of particles can be monitored through
plasmonic resonance; from Raman spectroscopy obtain information about the chemical
composition through vibrational analysis; using the DLS technique, determine the size and
frequency distribution of the diameters found of suspended particles, in addition to the zeta
potential using the same instrument; and by TEM, visualization of the material through
nanoscale images. In this scenario, we sought to present an overview, as well as the potential
of such techniques for the characterization of gold nanoparticles (NPs) of different shapes,
sizes and nature of surface functionalization. In this study, NPs were obtained in spherical and
round shapes, with an average diameter of 13 nm and dimensions of 45x15 nm, in addition to
a zeta potential of -55.7 mV and 79.4 mV respectively. The respective colloidal solutions
obtained were quite stable, which was proven by the values obtained for the respective zeta
potentials, whose surface charge signs depended on the nature of their surface. The
modification of the NPs surface occurred through the addition of molecules containing
functional groups with great affinity to the gold surface, such as thiol (-SH), using
mercaptoacetic acid and cysteamine for spheres and rods respectively, where the interactions
in different molar concentrations of gold and connector, in which the 1/1 concentration
showed greater preservation of particle size and stability. Furthermore, characterization
techniques have proven to be essential in the investigation and evaluation of studies with
nanoparticles, and it is essential to continue studies that enable the surface modification of
gold nanoparticles of different shapes and sizes, for potential applications, such as in
biosensors, photonics and self-assembly, for example.

Keywords: characterization; nanoparticles; gold.
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1. INTRODUCAO

As técnicas de caracterizagdo de materiais dispdem da utilizacdo de métodos
instrumentais, que comecaram a ser explorados no inicio do século XX e podem ser definidos
como formas modernas de determinagdo de compostos quimicos, que usufruem das
caracteristicas e propriedades quimicas do material, tais como, absor¢do ou emissdo de
radiacao eletromagnética, fluorescéncia, tamanho de particula, condutividade, dentre outros
fendmenos, para obter informacgdes e conhecimento acerca do objeto de estudo, o qual possa
levar ao desenvolvimento de possiveis aplicagdes (MATOS, 2015).

Deste modo, um instrumento de analise consegue transformar os dados obtidos a partir
de propriedades fisico-quimicas de um analito em informag¢des que podem ser compreendidas
e manipuladas pelo ser humano. Dessa maneira, age como um meio de comunicagdo entre o
sistema em estudo e o pesquisador, demonstrando ser uma evolu¢do em relagdo aos métodos
classicos, que objetiva tratamentos experimentais (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A quimica de materiais, definida por Zarbin et al (2007, p. 1469, grifo nosso) como
“ramo da Quimica que se dedica a sintese (preparagdo), caracterizacio, compreensao de
propriedades e estudo de aplicagdes de compostos que possuem alguma fungdo (ou que tém
funcdo em potencial)”’, é uma area interdisciplinar que abrange grandes campos de interesse
como Fisica, Quimica, Engenharias, dentre outras; todavia se segmenta em uma gama de
esferas como a nanociéncia ¢ a nanotecnologia. Nesse interim, utiliza-se da caracterizagao de
nanoparticulas (NPs) para o entendimento de sua composi¢do, estrutura, tamanho, morfologia
e interagdes entre si, no qual infere diretamente no estudo de aplicagdes e possibilidades de
utilizacdo (SALAME; PAWADE; BHANVASE, 2018). Para tanto, ¢ de extrema importancia
adquirir uma ampla concep¢ao acerca da elaboragdo e alta extensdo do estudo de
nanoparticulas, e desta forma, envolver suas técnicas de caracterizacdo. Deste modo, serdo
abordados a seguir, conceitos, historico e propriedades das particulas em escala nanométrica.

O termo “nano” advém do grego e significa “ando”, uma alusdo ao tamanho
extremamente pequeno a que se refere particulas nanométricas, onde um nandémetro equivale
a 1 bilionésimo de 1 metro (I nm = 1x10~ metros). Para efeitos de comparagdo entre
diferentes materiais, um fio de cabelo contém 1 mm, enquanto alguns tipos de virus e
nanotubos de carbono contém respectivamente 45 nm e menos que 10 nm (Figura 1)
(SIMOES; TAKEDA, 2015). A primeira abordagem em nanociéncia se deu em 1959, pelo
fisico vencedor do Nobel, Richard Feynman, em sua palestra intitulada “Ha mais espacos 1a

embaixo”, onde Feynman apresentava seu ponto de vista e questionamentos sobre

12



miniaturizacdo, manipulacdo em pequena escala e o controle desses tratamentos, o que poria
em xeque as leis fisicas conhecidas e impulsionou a criacdo de grupos de trabalho e pesquisa
em nanociéncia (BHUSHAN, 2004). A partir dai, em 1974, a palavra Nanotecnologia foi
introduzida, por Norio Taniguchi da Universidade de Téquio, que relacionava a manipula¢ao

e criagdo de materiais em escala nanométrica (SIMOES; TAKEDA, 2015).

Figura 1 - Escala comparativa de tamanhos de milimetros a nanémetros

maléculas e atomos virus fio de cabelo

\t/

0.1 1 }[10 100 1 1‘10 100 1
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nanostubos de hemdacias
carbono

Fonte: SIMOES; TAKEDA (2015)

Por conseguinte, com o avango dos trabalhos e pesquisas nesse ambito, muitos termos
tém surgido com suas proprias defini¢des e distingdes entre eles. A nanociéncia pode ser

conceituada como:

O estudo do fendmeno e da manipulacdo de sistemas fisicos que produzam
informagoes significativas (isto ¢, diferencas perceptiveis), em uma escala espacial
conhecida como nano (10° m= 1 nm) com limites criticos que nio excedam 100 nm
em comprimento em pelo menos uma dire¢io (USKOKOVIC, 2007, p. 44, tradugio

nossa).

Tais informagdes significativas ou diferengas perceptiveis, podem ainda ser
consideradas propriedades, efeitos ou caracteristicas resultantes, que até entdo ndo eram
exprimidas. A defini¢do de nanotecnologia ndo se prende apenas ao estudo cientifico, indo
além do controle e manuseio, focando no projeto, caracterizagdao, producao e aplicacao de
sistemas e componentes em nanoescala, ou seja, o estudo de nanoparticulas através da
nanociéncia, nem sempre implica em nanotecnologia. Outro conceito bastante abordado na

literatura e na industria é o de Nanomateriais, que se enquadra em um material que apresenta,
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pelo menos, uma de suas dimensdes em tamanho nanométrico (USKOKOVIC, 2007;
FERREIRA; RANGEL, 2009).

Apesar de o estudo e atencdo as nanoparticulas serem relativamente recentes, sua
utilizagdo pela humanidade se dd ha milhares de anos, em varios periodos da historia.
Nanoparticulas metalicas, especificamente nanoparticulas de ouro, eram utilizadas como
“elixir da longa vida”, nos anos 4000 a.C. pelos egipcios, com o intuito de rejuvenescer e
restaurar a mente, quando de fato, eram particulas em suspensao de cerca de 1-100 nm.
Milénios depois, no século IV d.C., a famosa taca de Licurgus (Figura 2), fabricada na Roma
Antiga, apresentava diferentes coloragdes quando exposta a luz refletida ou transmitida, tal
fato se dava as nanoparticulas de ouro e Prata presentes na constituicdo do calice. J4 num
periodo recente, no século XIX, Michael Faraday realizara experimentos onde a relagdo entre
a absor¢ao da luz e o tamanho das nanoparticulas de ouro eram abordadas, demonstrando
efetivamente que o ouro pode assumir diversas cores, resultantes da alteracdo do tamanho

assumido (FERREIRA; RANGEL, 2009).

Figura 2 - Taca de Licurgus

Fonte: Elaborado pelo autor'.

Além de propriedades Opticas, a gama de particularidades que esses materiais em
nanoescala podem assumir sdo os principais motivos pelo qual se vale a pena obté-los e
estuda-los, onde seu comportamento difere do visualizado em sua forma massica (SIMOES;

TAKEDA, 2015). Materiais isolantes podem se tornar condutores ou semi-condutoras,

1 Montagem a partir de imagens coletadas do Website The British Museum.
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insoluveis tornam-se soluveis, onde o Ouro apresenta um bom exemplo disto, chegando a
passar de um elemento ndo reativo e inerte, para um eficaz catalisador (WILSDON, 2004).

Nessa conjuntura, técnicas de caracterizagdo vém ganhando espaco na analise de
nanoparticulas, pois relacionar suas informagdes obtidas com uma utilidade potencialmente
aplicavel em dispositivos funcionais, reflete diretamente num conhecimento adequado acerca
das principais técnicas para caracterizar nanomateriais que se tem conhecimento, tornando o
estudo da caracterizagdo imprescindivel. Atualmente, existem uma variedade ampla de
métodos e técnicas utilizadas para elucidar nanoestruturas, essas analises se baseiam em
decifrar caracteristicas morfologicas e estruturais, como também carga de superficie e
tamanho de particula (SALAME; PAWADE; BHANVASE, 2018).

Para isso, tem-se o emprego de técnicas espectroscopicas (espectroscopia de absor¢ao
no ultravioleta-visivel (UV-Vis - Ultraviolet—visible spectroscopy) e no infravermelho (IR -
Infrared), espalhamento Raman e espalhamento Raman amplificado em superficie (SERS —
Surface-Enhanced Raman Scattering)), microscopicas (Microscopia Eletronica de
Transmissdao (TEM - Transmission Electron Microscopy), Microscopia Eletronica de
Varredura (SEM - Scanning Electron Microscopy), Microscopia de For¢a Atomica (AFM -
Atomic Force Microscopy)), Espalhamento Dinamico de Luz (DLS - Dynamic Light
Scattering), Potencial Zeta (ZP - Zeta Potential), Difracio de Raios X (XRD - X-Ray
Diffraction), que podem proporcionar uma avaliacdo detalhada em nanoestruturas,
apresentando uma complementaridade entre si (SALAME; PAWADE; BHANVASE, 2018).

Pode-se observar com clareza a dimensdo da importincia que as técnicas de
caracterizagdo ocupam na conjectura de nanomateriais. Sua evolugdo com o desenvolvimento
da microscopia nos anos 1980, possibilitou avangos e prosseguimento no campo da
nanotecnologia, impulsionando-a (BERTI; PORTO, 2016). A vista disso, o dominio e
conhecimento de boa parte da instrumentagdo necessaria por parte do pesquisador, reflete
dirctamente numa obtengdo de dados confidveis acerca de informagdes estruturais,
morfologicas e eletronicas da particula, proporcionando maior prestigio e relevancia para
estudos cientificos, além de ser uma etapa primordial para a possibilidade de potenciais
aplicacdes. Neste trabalho, serdo aprofundadas algumas das principais técnicas aqui citadas,
sendo elas: UV-Vis, Espectroscopia Raman, DLS e TEM, e suas aplica¢des em nanoparticulas

de ouro, enfatizando as informacgdes que se pode obter através dessas analises.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo teodrico e exploratorio da literatura sobre técnicas de caracterizagao
de nanoparticulas, enfatizando principios, instrumentacdo e aplicagdes, na pratica, em
nanoparticulas de ouro de diferentes formas e tamanhos.

2.2 Objetivos Especificos

° Abordar as principais caracteristicas das técnicas UV-Vis, Espectroscopia Raman,

Espalhamento Dinamico de Luz e Microscopia Eletronica de Transmissao;

° Apresentar aplicabilidade das técnicas de caracterizagao citadas;
° Sintetizar nanoparticulas de ouro de diferentes formas e tamanhos;
° Modificar a superficie das nanoparticulas de ouro, permitindo a utilizagdo da

caracterizagdo para estudos de comparagao.
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3 METODOLOGIA

Esse trabalho foi realizado no Grupo de Catalise ¢ Reatividade Quimica (GCaR), do
Instituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas, e consiste das
seguintes etapas:

e Pesquisa bibliografica acerca dos principios, instrumentagdo e aplicagdes das técnicas
de caracterizagao, sendo elas UV-Vis, Espectroscopia Raman, Espalhamento
Dinamico de Luz e Microscopia Eletronica de Transmissao;

e Sintese de nanoparticulas de ouro com diferentes formas e tamanhos e sua
funcionalizagao;

e Caracterizacao das solugdes coloidais.

3.1 Materiais utilizados

Reagentes utilizados para a realizacdo das etapas experimentais listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes utilizados

Reagentes Formula

Acido Tetracloroaurico HAuCl,
Brometo de cetiltrimetilamonio C,0H,,BrN

Borohidreto de Sodio NaBH,

Nitrato de Prata AgNO;

Acido Ascorbico C¢H;O¢
Citrato de Sodio Na,CH;0,

Acido Mercaptoacético C,H,0,S

Cisteamina C,H-NS

Agua deionizada H,O

Fonte: Autor (2023)
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3.2 Sintese das nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas podem ser obtidas de varias formas, porém as abordagens top-down

(de cima para baixo) e bottom-up (de baixo para cima), sdo as mais utilizadas (Figura 3).

Figura 3 - Abordagens top-down e bottom-up
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Fonte: OLIVEIRA et al. (2020)

A abordagem de cima para baixo ocorre através da fragmentacdo de grandes

estruturas, empregando métodos fisicos para alcangar este objetivo. J4 no modo de baixo para

cima, adquire-se nanoparticulas por meio de aglomeragdes controladas 4tomo a dtomo, até a

obten¢do de uma estrutura em nanoescala, realizada por métodos quimicos (OLIVEIRA et al.,

2020). Neste trabalho, foram efetuadas sinteses de nanoparticulas com a utilizagdo de

métodos a partir da abordagem bottom-up.

3.2.1 Sintese de nanoesferas de ouro (AuNS’s)

As nanoesferas de ouro foram obtidas pelo método de Turkevich, Stevenson e Hillier

(1951), conforme observadas na Figura 4.
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Figura 4 - Solu¢do de nanoesferas de ouro

Fonte: AUTOR (2023)

Em um baldo de trés bocas de 250 mL adicionou-se uma solu¢do de HAuCly (2,0 mL -

1% m/v) em agua deionizada (95 mL). O sistema foi colocado sob refluxo e uma solugdo de
citrato de sddio (Na;C¢Hs0,) foi adicionada (3,0 mL - 1% m/v). Ap6s 30 minutos, forma-se
uma solu¢do coloidal de coloragdo vermelha escura, contendo nanoesferas de ouro com cerca

de 10-15 nm de didmetro.

3.2.2 Sintese de nanobastées de ouro (AuNR’S)

Os nanobastdes de ouro foram obtidos por método de semeadura desenvolvido por
Nikoobakht e El-Sayed (2003). Inicialmente prepara-se a solucdo semente, onde, em um
frasco de 20 mL, ¢ preparada uma mistura de solugdes aquosas de acido tetraclorodurico
(HAuCl,) (100 pL — 1%), do surfactante brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (C,,H,,BrN)
(7,4 mL — 68 mM), seguido da adi¢ao de uma solucao de treta-hidroborato de s6dio (NaBH,)
(600 uL — 10 mM), sendo que este ultimo age como agente redutor do percursor metalico,
reduzindo os ions Au*" para Au’. Apds 2 minutos de agitagdo, a solugdo foi mantida em
repouso durante duas horas para a formagao das nanoparticulas sementes de ouro de cerca de
5 nm de diametro.

Uma segunda solugao € preparada (solugdo de crescimento) em um béquer de 200 mL
a partir da mistura de uma solugdo de CTAB (73 mL - 68 mM), acido tetraclorodurico

(HAuCl,) (2,0 mL — 1% m/v) e nitrato de prata (AgNO;) (1,5 mL — 4 mM). Sob esta mistura,
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em agitacdo, ¢ adicionada, de uma s6 vez, uma solucdo de acido ascorbico (CqHgOg) (600 L
— 80 mM). Observa-se imediatamente a alteragdo da coloragdo da solugcdo do amarelo para
incolor, indicando a reducdo dos ions Au*" para Au'.

Por fim, foi adicionada parte da solugdo semente preparada anteriormente (600 pL),
que catalisa a continuidade da redug¢do do Au” para Au’, formando nanoparticulas na forma de
bastdes. A cor da solug¢do coloidal obtida ¢ de coloragdo castanho arroxeado neste caso

(Figura 5).

Figura 5 - Solucio de nanobastdes de ouro

Fonte: AUTOR (2023)

Apés a adicdo das sementes, a solucdo foi agitada por somente 10 segundos.
Aguardado um intervalo de 4 h, a solugdo contendo os nanobastdes de ouro foi centrifugada a
13.500 rpm (rotagdes por minuto) por 15 minutos, o sobrenadante foi retirado e o precipitado

redispersado até o volume anterior de 4gua deionizada.

3.3 Funcionalizacio da superficie das particulas

A funcionalizagdo foi realizada com adi¢cdo dos conectores Acido Mercaptoacético

(AMA) e Cisteamina (CYS) a nanoesferas e nanobastdes respectivamente:
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° Funcionaliza¢do das nanoesferas (AuNS) com Acido Mercaptoacético (AMA) - AuNS
+AMA

Em um frasco de 20 mL, contendo 5SmL de uma solugdo de nanoesferas preparadas
anteriormente, adicionou-se AMA (50 puL - 50,8 mM). Nesta condi¢do, obtém-se a propor¢ao

molar de 1:1 de Au:AMA.

° Funcionalizagdo dos nanobastdes (AuNR) com Cisteamina (CYS - Cysteamine) -
AuNR + CYS

Em um frasco de 20 mL, contendo 5 mL de uma solu¢do de nanobastdes preparadas
anteriormente, adicionou-se CYS (50 pL - 13 mM). Nesta condi¢do, obtém-se a propor¢ao

molar de 1:1 de Au:CYS.

3.4 Caracterizacio

3.4.1 Espectroscopia de absorc¢ao no Ultravioleta-Visivel

As andlises de espectroscopia por absor¢ao no ultravioleta e visivel foram analisadas
em um espectrofotdometro SHIMADZU, modelo UV - 2600, configurado para correcao de
baseline de agua deionizada e faixa de absor¢dao de 400 a 1000 nm, utilizando cubetas de

silica com caminho optico de 1,0 cm.

3.4.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi realizada em temperatura ambiente, em um espectrometro
LabRAM HR Evolution equipado com detector Synapse da Horiba, usando um laser de 785

nm como fonte de excitagao.

3.4.3 Espalhamento Dindmico de Luz

As medicdes através da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz, foram realizadas
no equipamento Microtrac Zetatrac, modelo NPA152, que atua na medicao de tamanho de
particula e potencial zeta, com um total de 10 corridas por amostra e tempo de corrida de 30

segundos.
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3.4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

As analises de TEM foram realizadas com TECNAI G? Spirit TWIN, operando a 120
kV. As amostras em via imida foram depositadas sobre uma grade de cobre e secas em
dessecador por cerca de 24h. Os dados e imagens obtidas foram analisados utilizando o

software de analise de imagens, Imagel.
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4 ASPECTOS TEORICO-PRATICOS DAS TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS

4.1 Espectroscopia de absorc¢ao no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

4.1.1 Conceitos fundamentais

Para uma melhor assimilagdo da técnica de UV-Vis, faz-se necessario uma

compreensdo adequada de alguns conceitos, assim como fendmenos interligados ao tema.

4.1.1.1 Espectro eletromagnético

As técnicas espectroscopicas consistem na interagdo da amostra (matéria) com
diferentes tipos de energia radiante, ou seja, a radiacdo eletromagnética, que se constitui
basicamente de pacotes de energia (fotons), recebe esse nome por sua propagagdo oscilar
senoidalmente entre um campo elétrico e um magnético paralelamente (HARRIS, 2010).

A radiagdo incidente faz parte de um espectro eletromagnético (Figura 6),
convenientemente dividido em vdrias regides, denominadas regides espectrais. Logo, o
espectro eletromagnético compreende uma vasta gama de comprimentos de ondas e
frequéncias, o que implica em uma ampla variagdo de energias (SKOOG; HOLLER;

NIEMAN, 2002).

Figura 6 - Espectro eletromagnético
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Fonte: RODRIGUES; BRIZOLA (2019)
Conforme observado na figura, tais energias sdo subdivididas nas seguintes principais

regides espectrais: raios gama, raios-X, ultravioleta (afastado e proximo), visivel,
infravermelho (proximo, médio e afastado), micro-ondas e ondas de radio (SKOOG;

HOLLER; NIEMAN, 2002).

4.1.1.2 Radiacao Ultravioleta e Visivel

A regido espectral que corresponde a radiacdo UV-Vis se encontra em torno de 100 -
800 nm, sendo o espago entre 100 — 400 nm e 400 — 800 nm pertencentes aos raios
ultravioleta e visivel respectivamente. Essa regido ¢ importante, pois abrange parte do
espectro visivel ao olho humano, além da radiagdo UV, ambas contendo vasta aplicagdo em
pesquisas cientificas e na industria, sendo utilizadas na espectrofotometria (AGILENT, 2023).

O Comité Internacional de Iluminacdo ("Commission Internacional de 1'Eclairage"),
subdivide a regido do espectro UV em trés partes: UV-A (400-315 nm), UV-B (315-280) ¢
UV-C (280-100 nm), também denominadas de UV préximo, distante e extremo
respectivamente (CIE, 2020). Sua exposi¢do pode causar efeitos carcinogénicos,
envelhecimento precoce, dentre outras degeneracdes. Todavia, a radiacdo UV tem valor
essencial em processos fotoquimicos e de decomposicdo, bem como o desenvolvimento e
utilizacdo de lampadas de deutério, xenonio e mercurio, aproveitadas em laboratorios e
industrias (BALOGH et al., 2011; CAVICCHIOLI; GUTZ, 2003). J& a regidao do espectro
eletromagnético que pode ser detectada pelo olho humano, ¢ chamada de regido visivel, sendo
composta por uma série de cores que variam em frequéncia, indo do vermelho ao violeta. Por
convengdo, existem sete cores nessa regido: vermelho, laranja, amarelo, verde, azul, anil e
violeta. Cada uma destas cores ¢ associada a uma faixa de comprimentos de onda com
frequéncias equivalentes. A regido visivel do espectro ¢ amplamente utilizada em diversas
areas, como na iluminagdo de ambientes, na producdo de displays e telas de computador,
televisores e outros dispositivos eletronicos (DIAS; OLIVEIRA, 2022; NEVES NETO et al.,
2021).

Desta forma, a regido espectral UV-Vis ¢ extremamente importante para o estudo
cientifico e desenvolvimento tecnoldgico, aplicada principalmente em técnicas analiticas e
consequentemente com emprego em caracterizagdo ¢ identificagdo de compostos através da
espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, promovendo transi¢cdes eletronicas a partir da

interagao com a matéria.
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4.1.1.3 Transicao Eletrénica

Transi¢ao eletronica ¢ um fendmeno que ocorre com atomos ou moléculas em seu
estado fundamental, ou seja, de menor energia. Neste processo, um foton gerado por alguma
forma de energia externa, pode ser absorvido (aumenta a energia do atomo ou molécula) ou
emitido (diminui a energia do atomo ou molécula). Na técnica de UV-Vis, isto ocorre em
moléculas e a absor¢ao ¢ o efeito de estudo, sendo essencial para identificar e determinar a
concentragdo de substancias em solugdes (HARRIS, 2010).

De forma especifica a ocorréncia da absor¢do molecular, este tipo de transicao se da de
forma quantizada e envolve os orbitais moleculares HOMO (maior energia) e LUMO (menor
energia) ¢ ocorre quando uma radiagdo continua ¢ incidida sobre uma amostra e parte da
radiagdo ¢ absorvida, ou seja, determinados comprimentos de onda, enquanto os
comprimentos nao absorvidos sdo detectados pelo olho humano (HARRIS, 2010; VAZ et al.,
2015). Além disso, a transi¢ao eletronica ¢ fundamental para a compreensao da quimica da
vida, uma vez que os processos bioquimicos envolvem a absor¢ao e emissdo de luz por
moléculas organicas. A fotossintese ¢ um exemplo disso, pois envolve a absorc¢ao de luz pelos
pigmentos das plantas para a produ¢do de energia (KLUGE; TEZOTTO-ULIANA; SILVA,
2015;).

Em suma, cada transi¢ao ocorre devido a parte da molécula responsavel por essa
operacdo, chamada de cromodforo, gerando um espectro de absor¢do no UV-Vis, que fornece
informagdes importantes para analise e caracterizagdo do analito. J& em nanoparticulas
metalicas, o resultado da interacdo entre a luz e os elétrons se da pela ressonincia de plasmons
de superficie localizado (LSPR - Localized Surface Plasmon Ressonance), sendo um
fendmeno essencial para sua caracterizacdo através do UV-Vis (VAZ et al., 2015; SANTOS et
al.,2016).

4.1.1.4 Ressonancia Plasmonica de Superficie

A agdo de nanoparticulas metalicas em contato com a luz, fascina pesquisadores em
todo o mundo, explicado pela ressonancia plasmonica de elétrons de superficie localizados, o
qual ¢ um reflexo de seu comportamento Optico e permite a identificacdo e caracterizacao
desses materiais por meio da interagdo com a radiagdo UV-Vis, sendo aplicado em

espectroscopia (SANTOS et al., 2016).
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O campo elétrico incidente sob a particula metdlica, através da radiagdo
eletromagnética, proporciona um deslocamento dos elétrons num sentido contrario ao campo
elétrico exercido sob si, o que provoca um dipolo elétrico induzido na particula, de tal forma
que possibilita a apari¢do de um campo elétrico restaurador, cuja fungdo ¢ restabelecer o
equilibrio violado pela locomogdo das cargas, o que gera entdo, a ressondncia plasmonica,
uma juncao da forga restauradora e o dipolo elétrico formado (Figura 7) (SANTOS et al.,

2016).

Figura 7 - Dipolo elétrico induzido e efeito da for¢a restauradora

Fonte: SANTOS et al. (2016)

Este processo apresenta bandas caracteristicas de absorcdo, e explica as diferentes
cores observadas por particulas nanométricas em diferentes tamanhos (SANTOS et al., 2016).
O cientista Michael Faraday demonstrou por meio de experimentos a relagao entre coloragao,
tamanho e concentracdo de nanoparticulas, o que contribuiu para pesquisas posteriores que

elucidaram essa dependéncia pelo fendmeno LSPR (FARADAY, 1857).

4.1.2 Principio tedrico

A espectrometria de absor¢do UV-Vis, tem como principio a absor¢cdo de radiacio
eletromagnética por determinada amostra, onde através disto, identificacdo e caracterizacao
de compostos quimicos podem ser efetuadas, pois com este fendmeno, a radiacdo emergente
serd menos intensa que a incidente, gerando assim um espectro caracteristico para cada

composto, seja via transi¢des eletronicas, agdes de sistema conjugados como os cromoforos,
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etc. Dessa forma, um principio geral que trata quantitativamente as propriedades observadas
no espectro de absor¢do, ¢ a teoria matematica conhecida como Lei de Beer (Figura 8), que
contribui significativamente para relacionar concentragdo e absorbancia de substancias em

solu¢do, permitindo sua determinacdo e constru¢do de métodos analiticos (EWING, 1972).

Figura 8 - Diminuicéio da poténcia de uma radiacio monocromatica apés atravessar uma cubeta
de largura / contendo a solu¢cio com uma concentraciio c e um coeficiente de absorcao molar caracteristica
€.

H"’
Io
__,,..?"'

Fonte: Adaptado de LIMA (2013)

A expressao empirica da Lei de Lambert-Beer, pode ser formulada da seguinte forma:

A= log(ITo) =¢ecl (1)

Onde se tém que, a razdo entre os termos intensidade de luz incidindo na cela de
amostra (Iy) e intensidade de luz saindo da cela de amostra (I) e seu logaritmo, definem a
absorbancia (A), em igualdade com o produto do comprimento da cela de amostra ou caminho
optico (I), concentragdo molar (c) e absortividade molar (¢) também conhecido como
coeficiente de extingdo molar, que no que lhe concerne, se trata de uma propriedade da
molécula que atingiu a transicdo eletronica, ndo dependendo, portanto, de parametros
variaveis. De forma geral, esta lei ¢ respeitada, quando se encontram apenas uma Unica
espécie em absor¢do, o que ndo acontece em solugdes com diferentes formas de moléculas
absorventes em equilibrio, formacdo de complexos, transi¢des proibidas, compostos

fluorescentes, dentre outros (PAIVA et al., 2010).
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4.1.3 Instrumentacio

O instrumento que aplica os conceitos e definigdes para medidas de absorcdo
molecular, é o espectrofotometro UV-Vis, que contém em sua versao tipica, uma fonte de luz,
um monocromador, célula de amostra e um detector (PAIVA et al., 2010).

Cada um destes componentes detém uma fun¢do caracteristica, onde a fonte de luz ¢
uma lampada que incide radia¢do na faixa espectral desejada, sendo utilizadas lampadas de
deutério para luz UV e tungsténio para luz visivel. O monocromador, tem o trabalho de
separar o feixe de luz em seus componentes de comprimento de onda selecionados, chegando
a célula de amostra e, enfim, ao detector, que registra a intensidade da luz. Versdes modernas
do equipamento ainda podem englobar duplo feixe, para células de amostra e referéncia,
como também o espectrofotometro de matriz de diodos, que realizam uma varredura completa

em toda a faixa espectral (PAIVA et al., 2010).

4.1.4 Aplicacoes

No ambito da nanotecnologia, a absor¢ao no UV-Vis, pode ser utilizada de diferentes
formas, para caracterizar sinteses de novos materiais, monitorar o crescimento de filmes
nanoestruturados, avaliacdo de atividade de catalisadores, assim como também aplicar na
utilizagdo de nanoestruturas como sensores colorimétricos. A vista disso, pode-se observar a
vasta gama de finalidades que a técnica pode alcancar, mostrando-se uma ferramenta versatil
(ALESSIO et al., 2015).

No ramo da sintese de novos materiais, hd um grande interesse em nanomateriais
baseados em nanotubos de carbono, com ampla investigagdo em suas potenciais aplicagdes
biomédicas. Nesse interim, Cheng e colaboradores (2011), sintetizaram nanotubos de carbono
multicamadas (MWCNTs — Multi-Walled Carbon Nanotubes) e observaram seus respectivos
espectros de absorcdo (Figura 9), além de Linic, Christopher e Ingram (2011), com

nanoparticulas de prata esféricas, cubicas e em forma de fios (Figura 10).
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Figura 9 - Espectroscopia UV de MWCNTs com diferentes comprimentos
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Figura 10 - Espectro de extincio de nanoparticulas de Prata de diferentes formas
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Através da analise dos espectros, nota-se uma variacao entre as bandas de acordo com
diferentes tamanhos de particulas. Como pode-se observar na Figura 9, os maximos de
absor¢ao estdo entre 240 — 265 nm, aumentam de acordo com seu tamanho (1 = grande, m =
médio e s = pequeno). Além do tamanho influenciar no espectro observado em

nanoparticulas, sua forma muda consideravelmente o modo como o LSPR caracteristico
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funciona, podendo ser uma forma pratica de distinguir diferentes particulas com diferentes

morfologias através do UV-Vis, como demonstrado na figura 10.

4.2 Espectroscopia Raman

4.2.1 Conceitos fundamentais

Muitos dos conceitos vistos em Espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, se aplicam a
Espectroscopia Raman, porém novos conteudos necessitam ser elucidados para compreensao

da técnica.

4.2.1.1 Espalhamento da radiacio

A interacdo da radiacdo eletromagnética sob um meio, pode inferir numa série de
fendmenos consequente de tal contato, dentre eles, pode-se citar o espalhamento, que decorre
numa dispersdo “desordenada” da luz, que envolve mecanismos dependentes do comprimento
de onda da radiagdo, do tamanho e forma das particulas que interage em seu caminho, como
também de seu arranjo espacial (EWING, 1972). Um exemplo comum de espalhamento de
luz, ¢ o acontecimento que torna o céu azul durante o dia e avermelhado durante o por-do-sol,
onde a radiagdo incidente pelo sol ¢ espalhada por particulas presentes na atmosfera
(KRAPAS; SANTOS, 2002).

A principio, o espalhamento pode ser classificado em dois tipos, no que diz respeito a
perca de energia entre as colisdes foton/molécula, sendo denominados eldsticos quando
nenhuma energia ¢ perdida (Raylegh), e inelasticos, caso contrario, havendo também
subdivisdes para cada tipo de espalhamento. No que tange a Espectroscopia Raman, o
espalhamento inelastico, mais especificamente o espalhamento Raman, ¢ alvo de estudo para
caracterizacdo de compostos, sendo as transi¢coes de niveis vibracionais essenciais para este

efeito (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

4.2.1.2 Vibracoes moleculares

Como visto na absor¢do UV-Vis, as transigdes eletronicas desempenham um papel

fundamental no sistema em observacdo, porém cada tipo de espectroscopia, associado a sua

respectiva regido espectral, apresenta transi¢des de origem particulares, como pode-se
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observar na Tabela 2, onde as transicdes entre niveis vibracionais governam no Raman e

Infravermelho.
Tabela 2 - Regides espectrais e suas origens

Espectroscopia Regido (v, cm™) Origem

Raio y 10" - 10° Rearranjo das particulas
elementares no nucleo

Raio X 10%-10° Transi¢des de niveis de
energia dos elétrons internos
de atomos e moléculas

UV-Visivel 10° - 10* Transi¢des de niveis de
energia dos elétrons de
valéncia de atomos e
moléculas

Raman e Infravermelho 10*-10° Transigoes  entre  niveis
vibracionais (mudanca de
configura¢ao)

Micro-ondas 10°-1 Transigdes  entre  niveis
rotacionais (mudanca de
orientacao)

Ressonéncia do Spin 1-107 Transi¢des entre os niveis de

Eletronico (ESR - Electron spin eletronico em um

Spin Ressonance) campo magnético

Ressonancia Magnética 1072-10* Transi¢des entre os niveis de

Nuclear (NMR - Nuclear spin nuclear em um campo

Magnetic Ressonance) magnético

Fonte: Adaptado de FERRARO; NAKAMOTO; BROWN (2003)

Hé varios estados vibracionais em moléculas, que implicam em estados rotacionais,

todos apresentando niveis de energia quantizados, assim como os niveis eletronicos. As
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vibragdes ocorrem, pois as posi¢des dos dtomos em uma molécula ndo se encontram fixos,
variando por meio de vibragdo e rotagdo, que por sua vez, sao classificadas em estiramentos e
deformacdes angulares. As vibragdes de estiramento envolvem alteracdo do comprimento da
ligacdo entre dois 4tomos, enquanto a deformagdo angular, promove uma mudanca no angulo

entre duas ligacdes (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

4.2.2 Principio tedrico

A espectroscopia Raman fundamenta-se na quantificacdo e identificacdo de estruturas
quimicas, a partir da difusdo ou espalhamento de forma ineléstica da luz incidente a partir de
um laser, geralmente na regido espectral do visivel ou infravermelho préximo (SALA, 2008).
No processo de interagdo com a amostra, os fotons da luz sdo espalhados, com uma
frequéncia que pode ser deslocada para cima ou para baixo, quando equiparada a frequéncia
monocromatica original, este efeito recebe o nome de espalhamento Raman, dado em
homenagem ao fisico C.V. Raman que o descobriu experimentalmente em 1928, onde a partir
deste efeito, informagdes sobre moléculas sao obtidas devido a dependéncia da variacao da
frequéncia da radiagdo espalhada, com sua estrutura quimica, em razdo desta ligeira
modificacdo corresponder a diferenca de energia entre dois estados vibracionais (BERTI,
PORTO, 2016; SALA, 2008).

No processo de irradiagdo da luz na amostra, pode-se observar dois tipos de
espalhamento: radiagdo espalhada com a mesma frequéncia da fonte (espalhamento eléstico),
ou seja, com frequéncia v,, denominado de espalhamento Raylegh, o que corresponde a maior
parte do espalhamento, e em menor quantidade, espalhamentos Raman (inelasticos), onde a
frequéncia do foton espalhado perde parte da energia correspondente a um dos estados
vibracionais da molécula (v,), desta forma, tem-se o espalhamento Raman Stokes, de
frequéncia v, - v, e o espalhamento Raman anti-Stokes de frequéncia v, + v, (PACHECO,
2012; SALA, 2008).

Em um espectro Raman, tem-se simetricamente a linha Raylegh, as bandas Stokes
ocupando as frequéncias mais baixas, e as bandas anti-Stokes no lado de altas frequéncias,
que deveriam ter a mesma intensidade, porém a Stokes ¢ mais intensa, o que pode ser
explicado pelo modelo quantico. No espalhamento Stokes, o foton incidente excita a molécula
a um estado vibracional de maior energia, em seguida ela decai a um nivel excitado, e a
diferenca entre a energia incidente e a espalhada configura a energia vibracional, ja no

anti-Stokes, a molécula ja estd em um nivel vibracional excitado, provavelmente devido a
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temperatura, e apds a interagdo com o foton, ha o decaimento para o estado fundamental,
sendo a diferenca de energia cedida ao foton. Desta forma, o modelo quantico aponta que
poucas moléculas estdo em seu estado vibracional excitado, levando o espalhamento Raman
anti-Stokes apresentar menor intensidade que os outros, com o Stokes sendo beneficiado

(PACHECO, 2012; SALA, 2008). A Figura 11 esquematiza os fendmenos descritos.

Figura 11 - Esquema do mecanismo de espalhamento, onde v, (radiacdo excitante), v, (radiacio espalhada)
e v, (transicao vibracional)
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Fonte: MILLEN; FARIA; TEMPERINI (2005)

No efeito Raman, o modelo ondulatério também fornece compreensdes essenciais a
técnica, onde ha a formacdo de um campo elétrico através da radiacdo eletromagnética
incidente, isso causa um momento dipolo induzido na molécula, dependente da
polarizabilidade da ligagdo, ou seja, a facilidade com que dipolos sdo formados sob agdo de
um campo externo na molécula. O campo elétrico (£), pode ser relacionado com o momento
dipolar formado (m) e a polarizabilidade (), pela seguinte equacao:

m = oF (2)
Onde E, ¢ dado por:
E = Eocos(21w0t) 3)

Substituindo (3) em (2), tem-se que:
m = ak = (xEocos(ZTtvOt) (4)
A relagdo da polarizabilidade a, e a separagdo internuclear » também obtém uma

expressao com o momento dipolar induzido, apds as devidas manipulagdes matematicas,

chegando a equacado (5):
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E E
— 0, Jda - o, do
m = aOEocos(vaOt) t 5T cos[21T(v0 vv)t] TS w cos[2n(v0 + vv)t]

Portanto, pode-se observar neste modelo, que o primeiro termo se refere ao
espalhamento Raylegh, por ser apenas dependente da frequéncia incidente, ja o segundo e
terceiro termos correspondem ao espalhamento Stokes e anti-Stokes respectivamente. A vista
disso, a polarizabilidade desempenha papel essencial para um composto ser ativo no Raman,
ao contrario do Infravermelho, que juntas sao técnicas semelhantes € complementares, onde ¢
necessario um momento dipolo intrinseco (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Os materiais nanométricos, podem apresentar propriedades vantajosas quando sio
analisados através do efeito Raman, apresentando o que pode ser chamado de Espalhamento
Raman Intensificado por Superficie (SERS - Surface Enhanced Raman Scattering), que
permite uma intensificagdo do sinal Raman em moléculas adsorvidas em superficies
metalicas. Este efeito ocorre pelo aumento do campo eletromagnético gerado pelo LSPR,
como também uma transferéncia de carga entre as nanoestruturas metélicas e as moléculas de

interesse impregnadas (PEIXOTO; SANTOS; ANDRADE, 2019).
4.2.3 Instrumentacio

Para aplicar os conceitos do espalhamento Raman através da espectroscopia, o
instrumento necessario precisa de trés componentes essenciais, sendo eles: a fonte de
radiagdo, sistema de iluminacdo de amostra e um espectrometro. Os lasers sdo os mais usados
como fonte, dentre eles, pode-se citar o ion argdnio e criptonio, hélio/nednio e laser de diodo.
O sistema de iluminagdo da amostra, compreende a amostragem e coleta da luz, onde pode se
ter amostras liquidas, solidas ou gasosas, ¢ pode apresentar materiais de vidro para cubetas,
celas de amostra e placas, at¢ mesmo sondas de fibra dptica. Os espectrometros utilizados sdo
em grande maioria instrumentos equipados com transformada de Fourier acoplado ou
instrumentos multicanais, arranjados de tal forma que somente a por¢ao Stokes do espectro ¢

utilizada (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
4.2.4 Aplicacoes

O espalhamento Raman, ¢ determinante na caracterizagdo de materiais em vérias

areas, incluindo a nanotecnologia. Isso ocorre, pois, através dos espectros obtidos, pode-se

34



atribuir bandas especificas a formagao de nanoestruturas, defeitos e desordem, além de avaliar
parametros como temperatura, método de sintese, dentre outros, na formac¢dao do material
(ALESSIO et al., 2015). Pardo et al, (2012), estudou grafites com propriedades
ferromagnéticas através da espectroscopia Raman, onde houve a modificagdo do material,
para obter grafite ferromagnético estdvel a temperatura ambiente, mediante introdugdo de
defeitos e poros a estrutura, por meio da oxidagdo com Oxido de cobre (CuO), revelados pelo
espectro Raman, onde os autores observaram o surgimento de uma banda em 3480 cm™, ap0s
a andlise com laser em 514,5 nm no grafite modificado.

Diferentes nanoestruturas de um mesmo composto, podem ser analisadas, para
avalia¢do das mudangas que ocorrem em razao de sua forma estrutural (Figura 12), Kim et al.,
(2012), estudaram e caracterizaram nanofios, nanopentes ¢ nanocintos de Sulfeto de Zinco

(ZnYS), através de espectroscopia Raman, com irradiacao de laser 632,8 e 457,9 nm.

Figura 12 - Espectro Raman obtido de diferentes formas de ZnS
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Fonte: KIM et al. (2012)

Os resultados obtidos indicam menor razao sinal/ruido em medi¢cdes com laser de

457,9 nm, além de haver mais bandas entre 200 — 300 cm” para nanofios. O denso
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crescimento de nanopentes e nanocintos corrobora com o desaparecimento do pico em 521
cm’. SERS desempenha grande papel em caracterizagdo de pinturas téxteis com valor
histérico, onde diversos corantes presentes na amostra sdo identificados, sendo util para

avaliacdo da autenticidade da obra (ALESSIO et al., 2015).

4.3 Espalhamento Dinamico de Luz

4.3.1 Conceitos fundamentais

Defini¢des ja apresentadas sobre o espalhamento de luz se aplicam aqui na técnica de
DLS, em especial o espalhamento Raylegh, porém se faz presente a adi¢do de novas

designacdes.

4.3.1.1 Movimento Browniano

O movimento Browniano, foi observado primeiramente por Robert Brown, um
botanico inglés em 1828. Brown, notou que particulas em suspensdo assumiam um
movimento imprevisivel e sem regularidade, fendmeno estudado posteriormente com o passar
do tempo, onde se constatou uma intensificagdo do movimento com a diminui¢ao do tamanho
das particulas, viscosidade do meio, dentre outros parametros. A partir de 1860, levou-se em
conta o ponto de vista que as colisdes das particulas com as moléculas do fluido originavam
sua trajetéria, elucidada por Einstein décadas mais tarde, quando propds um tratamento
difusivo. Outras abordagens foram desenvolvidas para explicar tal ocorréncia, como o
procedimento estocastico ou de forga flutuante proposto por Paul Langevin, a equacao de
Fokker-Planck, e as caminhadas aleatérias de Mark Kac, porém nao estdo na algada deste

trabalho (SILVA; LIMA, 2007).
4.3.2 Principio tedrico

A caracterizacdo de sistemas nanoestruturados, tem como um de seus principais
acervos, a medicdo do didmetro de tais particulas, propriedade imprescindivel que reflete

caracteristicas essenciais do material a ser investigado, como reatividade, estabilidade e

eficicia em sua aplicagdo. Diante disto, o Espalhamento Dinamico de Luz, atua na
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determinagdo do didmetro de nanoparticulas dispersas em meio liquido, compostas por
diferentes tipos de materiais (RAMOS, 2015).

O espalhamento de luz, se faz necessario para apontar o didmetro da amostra, dado
que a flutuacao da intensidade da luz espalhada pelas particulas é o principio base para a
analise ocorrer, assim como as informagdes acerca das dimensdes do material serem obtidas.
Particulas muito pequenas, precisamente menores que 1/10 do comprimento de onda
incidente, ou seja, 4/10, espalham fortemente a luz conforme a energia incidente, sem
depender do angulo de incidéncia, o que caracteriza o espalhamento Raylegh ou espalhamento
elastico da luz. Quando esse limite ¢ excedido, a particula ultrapassa 4/10, ha a predominancia
do espalhamento anisotrépico de Mie, um espalhamento inelastico, o qual & angulo
dependente e apresenta energia de radiacdo espalhada desigual em comparagdo a irradiada
(BHATTACHARIJEE, 2016).

Na Figura 13, pode-se observar uma ilustracdo dos tipos de espalhamento presentes,
onde o angulo do laser incidente proporciona influéncia em particulas maiores que 4/10, o que

se intensifica com particulas ainda mais extensas.

Figura 13 - Esquema das diferencas entre espalhamento de Mie e Raylegh

Espalhamento Raylegh Espalhamento de Mie Esﬁpalhamentu de Mie
Particulas <A/10 Particulas =>A/10 Angulo dependéncia
Nio depende do angulo Angulo dependente aumenta com maiores
Espalhamento elastico Espalhamento inelastico particulas

Laser incidente

>

Comprimento de onda A
Fonte: Adaptada de BHATTACHARIJEE (2016)

E importante compreender que a técnica de DLS admite o movimento browniano de
particulas dispersas em um meio liquido, como o movimento irregular de pequenas particulas
para calcular o coeficiente de difusdo, que diz respeito a velocidade com que os centros
espalhadores entre as particulas se movimentam, ou seja, a distancia entre elas. Particulas
pequenas se movimentam de forma mais rapida que particulas maiores, logo, a medida que

ocorre o espalhamento de luz, flutuacdes ocorrem em suas intensidades, com particulas
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maiores causando uma menor taxa de flutuacdo, enquanto particulas menores (que se movem
mais rapidamente) causam uma maior variagdo, o que gera interferéncias construtivas e
destrutivas na energia da luz espalhada, que carrega consigo informagdes acerca do
coeficiente de difusdo (RAMOS, 2015).

Desta forma, uma fun¢do de autocorrelagdo se faz necessaria, que realiza a correlagao

das variacdes de intensidade em func¢do do tempo, exprimida abaixo:

-2D qzt
G(t) =1+ be ° (6)

Onde b ¢ uma constante dependente das configuracdes Opticas do instrumento, D, o
coeficiente de difusdo translacional, e ¢ o vetor de dispersdo. O instrumento ainda pode
calcular outras fungdes de campo e gerar correlogramas para um melhor resultado, todavia,
com o coeficiente de difusdo em maos, pode-se aplicar a equagdao de Stokes-Einstein, que

permite, de fato, o célculo do raio hidrodinamico da particula e assim medir seu didmetro

(BHATTACHARIEE, 2016).

k BT
Dt = 6m]RH (7)

Onde k; ¢ a constante de Boltzmann, #, viscosidade absoluta e R, o raio
hidrodinamico.

Um ponto que merece aten¢do € o potencial Zeta, medida que pode ser realizada
juntamente com o didmetro da particula em alguns instrumentos para DLS. A teoria da dupla
camada elétrica descreve a estrutura da carga superficial em sistemas coloidais, através dela,
pode-se inferir que particulas eletroforeticamente modveis contém duas regides em sua
estrutura de carga, devido a distribuicio nao homogénea de ions positivos € negativos
proximo a superficie da particula (ALMEIDA, 2018; LIU; NAIDU; MING, 2013). A Figura

14 ilustra a teoria descrita:
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Figura 14 - Representacio esquematica da dupla camada elétrica

Plano de cisalhamento

Camada de Stern ~ Camada difusa

Fonte: DALTIN (2011)

A primeira regido ¢ definida como camada de Stern, composta por contra-ions, ou
seja, predominantemente ions com carga oposta a da particula, logo apods se tem a dupla
camada difusa, que consiste em anions e cations difundidos livremente, havendo queda do
potencial elétrico das cargas conforme a distancia da superficie carregada aumenta. Presente
na camada difusa, ha o plano de cisalhamento, cujo potencial ¢ denominado potencial Zeta,
que exprime a magnitude das repulsdes e atracdes eletrostaticas presentes na particula, além
de ser um dos parametros essenciais no que concerne a estabilidade coloidal (ALMEIDA,
2018; LIU; NAIDU; MING, 2013), alguns fatores podem influenciar o potencial zeta, como a
concentragdo, pH e for¢a ionica (BHATTACHARIJEE, 2016).

4.3.3 Instrumentacio

Hé uma grande variedade de instrumentos para dispersao de luz, que variam conforme
a evolu¢do do mercado, porém, em geral, os componentes em comum necessarios para o
espalhamento dinamico de luz sdo: laser, célula de amostra e detector. Existem diversas fontes
de laser disponiveis, incluindo as de He-Ne, que apresentam varios comprimentos de onda
adequados para diferentes tipos de amostras. E importante que a amostra ndo absorva o
comprimento de onda utilizado. As fontes de He-Ne podem variar de 530 a 830 nm. As

cubetas de amostra também podem variar em termos de material e volume, podendo ser feitas
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de vidro, pléstico ou até mesmo serem descartaveis, com capacidade méxima de 1-2 mL. Por
fim, os detectores sdo equipados com fotodiodos, e variam quanto ao angulo para melhor
eficiéncia e detecgdo de retroespalhamento, podendo ser de 90° ou 173°, de forma a apresentar

suas respectivas vantagens e desvantagens (BHATTACHARIJEE, 2016).

4.3.4 Aplicacoes

Conhecer o tamanho das particulas que se tem em maos, ¢ de extrema importancia no
ambito cientifico e também industrial, dado que uma gama de aplicacdes ¢ atribuida a
diferentes tipos de particulas na industria. Dimensdes granulométricas afetam propriedades
como aparéncia e brilho no setor de tintas e pigmentos, além de refletir no sabor, quando se
fala da producdo de chocolate a partir do cacau, ademais, a determinagdo de tamanho de
particula tem emprego em materiais cerdmicos e industria de cimento (ARAUJO et al., 2019).

A caracterizagdo granulométrica de nanomateriais sintéticos de silica amorfa (SAS -
Synthetic Amorphous Silica), foi realizada por Marin et al. (2018), através da técnica de DLS,
onde a distribuicdo de tamanho de particula reflete diretamente no perigo a exposicdo e
inalagdo, visto que o trato respiratdrio humano realiza um fracionamento de particulas, onde
aglomerados maiores sdao depositados na regido nasofaringea (5-30 pm), pequenos
aglomerados sdo parcialmente depositados na regido traqueobronquica (1-5 pm), e materiais
pequenos (<1 um) e nanométricos (1-100 nm) podem penetrar na regido alveolar do pulmao.

A nanocelulose vem sendo obtida e estudada para diversas finalidades, dessa forma
Basso; Vanderlei ¢ Mendes (2023), utilizaram nano e microparticulas de celulose para
fabricagdo de compositos cimenticios reforcados com fibras de polipropileno (FPP), pois a
utilizacdo desses materiais, tem potencial para melhorar a hidratagdo de compostos
cimenticios, assim como desempenho mecanico, resisténcia, etc. A vista disso, realizou-se
uma investigacdo do processo de dispersdo dessas suspensdes aquosas, por meio de
espalhamento dinamico de luz, avaliando parametros como raio hidrodinamico e potencial
zeta, a fim de encontrar um teor ideal de surfactante adicionado, ressaltando a importancia de

analise de distribuicao de particulas como critério de investigagcdo por meio de DLS.
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4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

4.4.1 Conceitos fundamentais

4.4.1.1 Microscopia

A microscopia visa, principalmente, obter-se imagens de objetos, para revelar detalhes
ndo visiveis a olho nu. A investigagdo de formagdo dessa imagem, permitiu avangos
significativos na microscopia como um todo. Sucintamente, trés pardmetros caracterizam a
imagem microscopica: aumento, resolucao e contraste. O aumento pode ser definido como a
relacdo entre o tamanho da imagem e o objeto, a resolu¢cdo em um dado sistema Optico, diz
respeito a capacidade de separar individualmente detalhes adjacentes de uma imagem, sendo o
limite de resolu¢do a menor distancia entre dois pontos, em que seja possivel discerni-los. Por
fim, para a formacao da imagem, o contraste ocupa posi¢ao essencial, onde a percepcao de
detalhes estd intimamente ligada ao contraste, além da distin¢do de tragos caracteristicos entre

a amostra e o plano de fundo (MANNHEIMER, 2002).

4.4.1.2 Propriedades da luz

Modelos que explicam um grupo de propriedades da luz, sdo bastante aplicados em
microscopia, dado que a luz e as compreensdes de oOtica, auxiliam no dominio da técnica.
Dessa forma, trés grandes divisdes da Optica sdo levadas em consideracdo, sendo elas, Optica
geométrica, ondulatoria e quantica, que desempenham complementaridade entre si. A Optica
ondulatoria se destaca quando a microscopia eletronica entra em pauta, através da
compreensdo ondulatoria da luz, alguns fendmenos podem ser descritos, como reflexao,
refracdo e difracdo, presentes em microscopia eletronica (MANNHEIMER, 2002; SILVA,
2007).

Na reflexao, parte da luz ¢ refletida ao encontrar uma superficie, semelhante a um
ricochete, ja a penetracdo ou passagem da luz pela interface ¢ chamada de refragdo,
deslocando a direcdo de propagacado inicial. Por fim, na difragdo, tem-se a passagem da onda
eletromagnética por uma fenda estreita ou um obstaculo, produzindo um alargamento ou uma

figura de interferéncia (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2012).
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4.4.2 Principio teodrico

Em linhas gerais, a microscopia eletronica surge como uma alternativa a microscopia
Optica, que por sua vez apresenta limitacdes restritas a ordem de grandeza do comprimento de
onda da luz em sua resolu¢do. Em um microscopio eletronico, hé a utilizacdo de um feixe de
elétrons sob o material, o que proporciona uma maior riqueza em detalhes e resolucdo, devido
seu pequeno comprimento de onda da ordem de Angstroms, observa-se entio uma interagio
entre elétrons e a amostra, cujo comprimento de onda (L), pode ser obtido a partir da massa do
elétron (m), velocidade (v) e a constante de Planck (h), igual a 6.626 x 102 ergs/sec.
(Equagdo 8). O microscopio eletronico de transmissdo faz parte da classe de microscopios

eletronicos, assim como o microscopio eletronico de varredura (LEAL, 2000).

A= (8)

No TEM, ocorre o processo de interagdo elétrons/amostra, formando a imagem obtida,
onde os elétrons sob alta tensdo, emitidos por um canhdo de elétrons, passam através do
material, que ndo podem ser visualizados diretamente, desta forma, a imagem no TEM ¢ vista
através de uma tela fosforescente (LEAL, 2000; RAMOS, 2013).

Com a incidéncia de elétrons sobre a matéria, haverd sobretudo uma resposta, que com
o detector ou sensor apropriado produz sinais, que sdo utilizados pelas variadas técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo, com um objetivo de caracterizagdo e obtencdo de
imagens do sistema em estudo. O feixe de elétrons, acelerados sob alta tensdao, produz uma
série de efeitos quando incididos sobre uma amostra (Figura 15), dentre eles, pode-se citar:
efeitos primdrios, como espalhamento eldstico e ineldstico, raios-X, catodoluminescéncia,
elétrons secundarios e retroespalhados (emanam da superficie da amostra), elétrons Auger,

absorcao, etc (MANNHEIMER, 2002).
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Figura 15 - Interacdo dos elétrons com a matéria
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Apesar da vasta quantidade de fendmenos relacionados a interacdo elétron e amostra,

de forma geral, no TEM, detectam-se apenas os sinais gerados através de elétrons
transmitidos (MANNHEIMER, 2002).

4.4.3 Instrumentacio

O microscopio eletronico de transmissao ¢ composto por um sistema de iluminagao,
sistema de imagem e sistema de vacuo (LEAL, 2000). Na Figura 16, pode-se observar o

esquema geral da coluna do TEM:
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Figura 16 - Esquema geral do TEM
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No sistema de iluminagdo, contém-se o canhao de elétrons ¢ as lentes condensadoras,

onde o feixe de elétrons ¢ gerado (electron gun) e ocorre o controle da radiagcdo que chega na

amostra, com as lentes desempenhando a funcdo de focar o feixe produzido no espécime,

importante ressaltar a ocorréncia de um sistema de vacuo, pois somente sob estas

circunstancias e condi¢odes, ha o deslocamento dos elétrons de forma adequada. J& o sistema

de imagem, ¢ composto por lentes objetivas, intermedidrias e projetoras, todas de natureza

eletromagnética que projetam a imagem na tela de visualizacdo, onde a lente objetiva ocupa

papel crucial para posteriormente a imagem ser aumentada e projetada pelas lentes

subsequentes. O sistema de porta amostra necessita conter baixa espessura, para que o feixe

de elétrons incidente seja efetivo, normalmente isso ocorre em grades de at¢ 3 mm (LEAL,

2000).

4.4.4 Aplicacoes

Através da formacao de imagens, o TEM pode ser aplicado em analise de uma

infinidade de materiais, dentre elas pode-se citar os nanomateriais, onde na microscopia

eletronica, estruturas do interior da amostra em alta resolu¢do podem ser visualizadas (SILVA;
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FERRI, 2015). Vieira (2012), relatou a sintese e caracteriza¢cdo de nanoparticulas de ouro
encapadas com Prata, onde se analisou a geometria e tamanho das particulas através do TEM,
por meio das imagens (Figura 17), observam-se as resolugdes obtidas de 50 nm, 20 nm e 5

nm, também ¢ possivel realizar um histograma com a distribui¢do de tamanho das particulas.

Figura 17 - Nanoparticulas de Ouro caracterizadas por TEM

Fonte: VIEIRA (2012)

Sabe-se que a estrutura, tamanho e morfologia de nanoparticulas influencia
diretamente suas propriedades, como aspectos Opticos, eletronicos e cataliticos, a partir disto,
ressalta-se a importancia da caracterizacdo de nanomateriais por microscopia eletronica de
transmissao, visto que, através da técnica, permite-se a avaliagdo precisa das caracteristicas
morfologicas do material, além de andlises estatisticas das imagens capturadas em alta
resolugdo, com intuito de avaliar a distribuicdo de tamanho das particulas na amostra (LEE, et

al., 2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagao das nanoparticulas sintetizadas

As nanoesferas e nanobastdes de ouro sintetizadas, foram caracterizadas por
espectroscopia de absorcao UV-Vis, DLS, espectroscopia Raman e TEM, no intuito de se
obter informagdes acerca do material formado e usufruir da capacidade de analise das técnicas
instrumentais e posterior avaliacdo. Na Figura 18, encontra-se o espectro UV-Vis das
nanoesferas e nanobastdes de ouro. A partir da imagem, € possivel observar que tais particulas
apresentam bandas de absorcao caracteristicas na regido espectral do UV ao visivel, esferas
contém uma banda em torno de 530 nm, enquanto bastdes exibem bandas em A = 525 e 780
nm. Isso ocorre, pois, os elétrons das particulas esféricas e abastonadas oscilam em
frequéncias diferentes como resposta a incidéncia eletromagnética, promovendo o fendmeno
da ressonancia plasmonica, dessa forma, esferas apresentam apenas uma superficie

longitudinal, enquanto bastdes, longitudinal e transversal (OLIVEIRA ef al., 2020).

Figura 18 - Espectros de absorcao no UV-Vis de (a) esferas e (b) bastdes
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Outra evidéncia caracteristica do material formado, pode ser observada através do
espectro obtido pela espectroscopia Raman, por meio da identificagdo de grupos funcionais
existentes na superficie da particula. Na Figura 19, em torno de 1400 cm’, pode-se notar
bandas provavelmente particulares de citratos, especificamente do estiramento C-O e
deformacdo O-H das ligagdes presentes na superficie da nanoparticula (MANDRILE et al.,
2020).

Figura 19 - Espectro Raman para nanoesfera

5000

AuNS@CITRATO

4000

a.)

5 3000

~—"

u

2000 4

Intensidade

1000 -

i I 4 1 ' ) 4 I 4 I N 1 v 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Deslocamento Raman (cm™)
Fonte: AUTOR (2023)

O tamanho de particula se mostra crucial quando se avalia a aplicabilidade do
material, demonstrando ser uma propriedade que influencia em outras caracteristicas
(RAMOS, 2015). Nesse contexto, a técnica de DLS fornece dados fundamentais para o exame
da amostra. Os AuNSs e AuNRs medidos por DLS, apresentaram respectivamente um
diametro de 13£3 nm e 7,8+0,9 nm, além de um potencial zeta de -55,7 mV para AuNS e
+79,4 mV para AuNR conforme os dados por DLS, indicando assim uma boa estabilidade,
dado que, solugdes mais estaveis geralmente apresentam um potencial zeta acima de 30 mV
em modulo (SOLER; PATERNO 2015). Como observado através do potencial zeta,
nanoparticulas estabilizadas eletronicamente por citrato de sdédio, apresentardo carga
superficial negativa, pois os ions citratos carregados negativamente, estdo adsorvidos em sua

superficie, enquanto os nanobastdes contém moléculas de CTAB, carregadas positivamente
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como estabilizante (CAO et al., 2012; OLIVEIRA, 2020). A Figura 20, ilustra os histogramas
obtidos por DLS, que indicam a distribui¢do de frequéncia do didmetro encontrado nas

amostras analisadas.

Figura 20 - Histogramas de distribuicio de frequéncia para (a) AuNS e (b) AuNR
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E valido ressaltar que o tamanho relativamente pequeno observado por analises de
DLS em bastdes, apontando apenas um comprimento, normalmente nao indica sua dimensao
longitudinal e transversal nem seu didmetro hidrodinamico, ou seja, ndo ¢ uma distribuicao de
tamanho de particula real, e sim significa que o coeficiente de difusdo rotacional dos
nanobastdes € equivalente ao coeficiente de difusdo de translagdo de uma particula esférica de
mesmo diametro (LIU et al., 2012).

Isso acontece, em razdo de apenas o coeficiente de difusdo translacional ser

determinado pela técnica, enquanto o rotacional somente em algumas excecdes, pois
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particulas dispersas giram extremamente rapido. Dessa forma, no caso de nanobastdes, picos
intensos em tamanhos menores podem ser observados, atrelados ao coeficiente de difusdao
translacional de uma esfera com diametro equivalente (LIU et al., 2012; BHATTACHARIJEE,
2016), porém a analise se mantém interessante para comparagdes de distribuicao de
frequéncia antes e apds lavagens, adicdes de conectores, centrifugacdes, modificagdes na
superficie, carga de superficie, etc. Um bom exemplo disto, é a comparagao realizada entre
AuNRs antes e apos sofrer centrifugacao e ressuspensao em agua, visando a retirada do
excesso de CTAB, impurezas e outros ions livres que possam ter ficado em solucdo apos a
sintese, e consequentemente uma maior estabilidade. Na Figura 21, encontra-se o histograma

obtido por DLS antes e ap0s este recurso.
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Figura 21 - AuNR’s antes e apos centrifugacio e ressuspensiao em agua, onde (a) antes da
centrifugacio e (b) apods
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Como indicado, o diametro obtido pouco variou, porém, o potencial zeta revelou um
valor maior, ou seja, a estabilidade foi aumentada apds a centrifugacdo e ressuspensdo em
agua deionizada. Este fato, provavelmente se deve a variagdo da forca i6nica, medida de
concentracdo que relaciona todas as cargas e ions presentes no sistema, dado que com a
alteracdo do meio, a forga idnica diminui, havendo uma descompressdo da dupla camada
elétrica das particulas, tem-se, portanto, uma menor densidade de cargas existentes, o que
reflete um aumento no potencial zeta, que esta relacionado com um alto potencial de repulsao
entre as particulas, impedindo a aglomeracdo (BHATTACHARIJEE, 2016; FAYAD et al.,
2014).

A elucidacdo da forma das particulas sintetizadas, pode ser realizada através das

imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao, como pode-se observar na Figura
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22:

Figura 22 - Imagens de microscopia eletronica de transmissiao (A) AuNS e (B) AuNR

Fonte: Adaptado de ALVES (2020)

Através da imagem, constata-se os formatos esféricos e abastonados atrelados as
particulas, que revelam um didmetro em torno de 13 nm (AuNS) e 45x15 nm (AuNR).
Ressalta-se a importancia dos parametros inerentes a uma boa qualidade de imagem, sendo

eles o aumento, resolugao e contraste.
5.2 Caracterizacio das particulas funcionalizadas

A funcionaliza¢do de nanoparticulas, envolve a sua modificacdo de superficie, de tal
forma que o processo viabilize propriedades uteis ao material em questdo, exibindo grupos
funcionais expostos (SANITA; CARRESE; LAMBERTI, 2020). Este método vem ganhando
atencdo em areas como fotonica e biossensores, especificamente em nanoparticulas de ouro,

devido suas propriedades plasmonicas referentes ao fendmeno LSPR (ABBAS et al., 2012).
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Nesse interim, as técnicas de caracterizagdo de absor¢do no UV-Vis e DLS, se
mostraram profundamente uteis. Logo, foram aplicadas, através do monitoramento de dois
importantes parametros que dao sinais de uma modificagdo de superficie: ressonancia
plasmonica e tamanho de particula, no intuito de executar as técnicas em diferentes situacdes.

Os conectores utilizados, AMA e CYS, contém o grupo funcional tiol (-SH), suas
estruturas ¢ o esquema de ligacdo com as esferas e bastdes podem ser visualizados na Figura

23.

Figura 23 - Esquema de funcionaliza¢do em nanoparticulas
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Nos testes de adi¢do de conector monitorado por UV/Vis, trés concentracdes foram
utilizadas, tanto para bastdes, quanto esferas, em um periodo de 4h. Nas Figuras 24 e 25,
pode-se observar os respectivos espectros de absor¢do nas concentragdes molares 1/10, 1/1 e
1/0.1 (Au/conector), em uma analise minuciosa dos espectros, nota-se que a proporc¢ao 1/10
altera o formato das bandas caracteristicas das particulas, isso se deve a interacdo NP e grupo
tiol por meio de ligagdes de hidrogénio, gerando uma cadeia mais extensa na rede de
nanoparticulas, sugerindo picos com maiores ou menores comprimentos de onda LSPR,
modificando o didmetro da particula (ABBAS et al., 2011), enquanto a proporcao 1/0.1, por
ndo ter quantidade consideravel de AMA ou CYS, ndo apresenta mudangas consideraveis,
desta forma, resta apenas a concentracao 1/1, onde houve alteragdes na absor¢cdo das NPs,
porém hd uma preservacdo maior do estado padrdo presente no tempo zero, ou seja, sem

adi¢dao de composto algum.

52



Absorbancia (u.a.)
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Figura 25 - Testes de modificacdo de superficie em AuNR. (Mols Au/CYS): (a) 1/10, (b) 1/1 e (¢)
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Destaca-se nos testes e estudos realizados, a importancia da técnica de caracterizagdo
presente numa etapa como a modificagdo de superficie. Mediante medi¢des por DLS, na
concentracdo 1/1, em até 1h de contato, houve pouca mudanca no didmetro da particula,
permanecendo nos limites do desvio padrdo, além do potencial zeta indicar boa estabilidade,
sendo de -40, I mV para AuNS’s e de +71,1 mV para AuNR’s.

Nanoparticulas funcionalizadas, acrescidas de demais etapas, podem apresentar um
certo nivel de organizacdao, denominado automontagem (Figura 26) (OLIVEIRA, 2020), que
ndo estdo no escopo deste presente trabalho. Todavia, salienta-se a microscopia eletronica de
transmissdo como peg¢a fundamental na observagdo do nivel organizacional dessas particulas.

Figura 26 - Automontagem de particulas
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Fonte: AUTOR (2023)

Por meio da imagem, identifica-se através de TEM de um teste realizado que
apresenta um certo estagio de arranjos automontados, onde pode-se observar niveis de
interagdes preferenciais entre extremidade de bastdes e esferas, apesar de também ser possivel

visualizar desordens no meio.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O estudo das técnicas de caracterizagdo propostas foi realizado com eficécia,
promovendo um conhecimento agregado de conceitos, principios e exercicio de fundamentos
relacionados a espectroscopia de absorcdo no UV e visivel, espectroscopia Raman,
espalhamento dindmico de luz e microscopia eletronica de transmissdo, possibilitando a
obten¢do do emprego em nanoparticulas de ouro, sintetizadas com €xito a partir do método de
sintese adotado, através da abordagem bottom-up e adaptacdes realizadas em metodologias
presentes na literatura. Testes de modificacdo de superficie foram efetuados, onde foi
observado mudangas atreladas as particulas. Em todo o estudo, avaliaram-se parametros
como: tamanho de particula, mudanca de absor¢cdo LSPR, estabilidade, preseng¢a de grupos
funcionais e morfologia da particula.

Ademais, nanotecnologia e nanociéncia, faz-se presente como alvo de discussdo e
estudos em todo o mundo. Embora o emprego de conectores que permitam a funcionalizagdo
de nanoparticulas fora efetuado, faz-se necessario a continuidade de estudos que viabilizem de
fato tal objetivo. Anseia-se que os conceitos e fundamentos elucidados neste presente trabalho
acerca de variadas técnicas de caracterizacdo prossigam na tomada de tal propdsito, para que
aplicagdes em linhas de pesquisa como catdlise, automontagem dentre outras sejam
alcancadas. Para isto, segue-se como sugestdo, maiores investigagdes em espectroscopia
Raman, outras técnicas complementares, como infravermelho, além de influéncias do meio,

como o pH.
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