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RESUMO

Nanoparticulas de ouro tém sido usadas como novos materiais devido as suas propriedades
eletronicas, Opticas, térmicas, cataliticas, assim como as suas aplicacbes em varios ramos da
ciéncia. Quando as nanoparticulas interagem entre si, novas propriedades sdo geradas quando
comparadas as propriedades das particulas individuais. O processo de automontagem usando
nanoparticulas de ouro como um componente basico ainda é um paradigma na
nanotecnologia, embora esses processos sejam usados para organizar e transformar
nanomateriais em arquiteturas funcionais para um propésito especifico. O principal objetivo
deste trabalho foi sintetizar nanoparticulas de ouro com geometrias e tamanhos distintos, e
utilizd-las como bloco de construcdo no desenvolvimento através de processos de
automontagem. Em um primeiro momento, foram realizados estudos para determinar a
concentracdo de ligantes (&cido mercaptoacético — AMA e cisteamina — CYS) para a
funcionalizacdo de nanoparticulas. Em segundo lugar, foram realizados estudos de interacéo -
chamados sistemas - entre as nanoparticulas funcionalizadas, a fim de obter as nanoestruturas.
Diante dos resultados, percebeu-se que ha interacdo entre nanoparticulas funcionalizadas, no
entanto, essa acdo ndo é de forma controlada nem organizada. Alguns fatores podem ser
avaliados futuramente, por exemplo, o tamanho dos ligantes, o tamanho dos blocos de
construcdo ou 0 ambiente em que 0s sistemas ocorreram. Assim, 0 estudo de novas rotas ou
estratégias quimicas para controlar a automontagem de nanoparticulas de ouro em meio

aquoso € de fundamental importancia.

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro; automontagem; auto-organizacéo; funcionalizacdo de

superficie.



ABSTRACT

Gold nanoparticles have been used as new materials due to their electronic, optical,
thermal, catalytic properties, as well as their applications in various branches of science.
When nanoparticles interact with each other, new properties are generated when compared to
the properties of individual particles. The self-assembly process using gold nanoparticles as a
basic component is still a paradigm in nanotechnology, although these processes are used to
organize and transform nanomaterials into functional architectures for a specific purpose. The
main objective of this work was to synthesize gold nanoparticles with different geometries
and sizes, and to use them as a building block in the development through self-assembly
processes. Initially, studies were carried out to determine the concentration of ligands
(mercaptoacetic acid - AMA and cysteamine - CYS) for the functionalization of
nanoparticles. Second, interaction studies - called systems - were carried out between the
functionalized nanoparticles in order to obtain the nanostructures. In view of the results, it
was noticed that there is interaction between functionalized nanoparticles, however, this
action is neither controlled nor organized. Some factors can be evaluated in the future, for
example, the size of the binders, the size of the building blocks or the environment in which
the systems occurred. Thus, the study of new routes or chemical strategies to control the self-

assembly of gold nanoparticles in aqueous medium is of fundamental importance.

Keywords: gold nanoparticles; self-assembly; self-organization; surface funcionalization.
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1 INTRODUCAO

Os estudos referentes aos nanomateriais ganhou importancia significativa no final do
século XX, promovendo a consolidacdo do conhecimento cientifico e tecnologico relacionado
a Nanociéncia e a Nanotecnologia (N&N). N&N representam 0s conjuntos de agdes de
pesquisa, desenvolvimento e inovagédo, que se baseiam nas propriedades peculiares que a
matéria exibe quando organizada a partir de estruturas com dimensfes na escala nanométrica
(ALVES; BELLUCCI, 2016).

O termo nanotecnologia foi criado por Norio Taniguchi em 1974 para designar uma
gama de tecnologias que operam na constru¢do de nanomateriais, através do controle da
forma e tamanho em nanoescala. Esta construcdo tem como objetivo desenvolver materiais
promissores com propriedades melhoradas ou totalmente inéditas (USKOKOVIC, 2007
ADAMS; BARBANTE, 2013). Uma definicdo mais apropriada foi proposta por Eric Drexler,
que corresponde a metodologia de processamento envolvendo a manipulagdo atomo por
atomo. Por outro lado, a nanociéncia se refere ao estudo do fenémeno e da manipulagdo de
sistemas fisicos que produzem informacdes significativas (isto €, diferencas perceptiveis), em
uma escala nano (10° m = 1 nm) com dimensdes tipicas que ndo excedam geralmente 100 nm
(USKOKOVIC, 2007; ADAMS; BARBANTE, 2013).

Apesar desse intervalo sugerido, o surgimento destas propriedades diferenciadas se da
apenas a partir de um determinado tamanho; um tamanho critico entre as fronteiras das
caracteristicas moleculares e massicas do material. Essas caracteristicas diferenciadas nédo
surgem apenas por guestdes de tamanho, mas também por um sinergismo entre a organizagéo

do material e do meio em que se encontram.

Nanomateriais, principalmente metalicos, tém atraido atencdo pela contribuicdo no
aprimoramento da rotina de processos, na preservacdo do meio ambiente e no
aperfeicoamento de materiais ja existentes (ALAALDIN et al, 2012). Frisa-se que particulas
de tamanho extremamente pequeno estdo presentes na natureza ha milhares de anos. Este tipo
de material nanométrico, incluindo fulerenos (C60), ocorre naturalmente — por exemplo — a
partir de processos de combustdo, como incéndios florestais e atividade vulcénica e,
indiretamente, através da combustdo de alta temperatura dos processos industriais (DISNER,
CESTARI, 2016).
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Nanoestruturas sdo constituintes naturais dos seres vivos, originando, por exemplo, as
cores iridescentes das asas de borboletas ou o efeito 16tus, que faz com que as folhas de
algumas plantas sejam altamente hidrofébicas (DISNER, CESTARI, 2016).

As nanoparticulas metalicas destacam-se devido as inumeras possibilidades de
aplicacdo, em especial aquelas a base de metais nobres como o ouro, a prata e 0 cobre
(ALAALDIN et al, 2012; RANA et al, 2012; WELCH; COMPTON, 2006). Em geral,
nanoparticulas metalicas sdo preparadas e acondicionadas em condicdo de suspensao

(coloide) em meio liquido (aquoso ou néo).

Particularmente, nanoparticulas de ouro tém despertado muito interesse na
comunidade cientifica devido a sua versatilidade de formas de obtencdo e potencial de
aplicacdes. A partir das condicdes pré-determinadas de reacdo, tais como a concentracfes do
procursor metalico, agente redutor (ou oxidante), agente estabilizante, solvente, temperatura
empregada etc. é possivel obter morfologias e tamanhos diferentes da particula (HER,;
JAFFRAY; ALLEN, 2017).

Nanoparticulas podem também ter sua superficie modificada (funcionalizada),
revestida por diferentes tipos de moléculas (ligantes), sendo que essa funcionalizacao é util no
desenvolvimento de dispositivos que poderdo ser utilizados para diversos fins, como exemplo,
em processos eletroquimicos, Optico-eletrénicos, cataliticos, na area médica, entre outros
(THORKELSSON; BAI; XU, 2015; MIRZA; SHAMSHAD, 2013; ZHANG et al, 2015).

Na literatura é possivel encontrar muitos trabalhos sobre a fabricacdo de materiais
nanoestruturados tendo nanoparticulas de ouro como bloco de construcdo, empregando
processos de self-assembly (automontagem) (GRZELCZAK et al, 2010). Por exemplo,
Grzelczak, Sanchez e Liz-Marzéan (2013) utilizaram nanoparticulas de ouro como bloco de
construcdo, onde obtiveram um aglomerado em forma esférica, construido por nanoparticulas
esféricas de dois tamanhos diferentes. Essa nanoestrutura formada apresentava novas
propriedades cataliticas e Opticas (sensores emissores de luz). Em outro exemplo, Wang e
colaboradores (2010) utilizaram nanoesferas e nanobastdes de ouro como blocos de
construcgao para gerar uma nanoestrutura que pudesse detectar a trombina (enzima presente no
plasma) em concentragdes muito baixas no sangue humano. Com isso, 0 uso de
nanoparticulas de ouro como bloco de construcdo em processos de automontagem é versatil e

promissor na aplicabilidade desejada.
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Processos de automontagem, empregando particulas de dimensdes nanométricas para a
fabricacdo de nanoestruturas ou dispositivos, continua um grande desafio tanto tecnoldgico
qguanto cientifico (WHITESIDES; GRZYBOWSKI, 2002), pois a elaboracdo desses
dispositivos funcionais requer um elevado controle na manipulacdo dos objetos (&tomos,
moléculas ou nanoparticulas) que serdo utilizados como blocos de construcdo (RANGEL;
FERREIRA, 2009). Assim, é de fundamental importancia o estudo de novas estratégias para
controlar em termos quimicos e fisicos a automontagem de nanoparticulas metalicas, como
exemplo, a funcionalizacdo da superficie das particulas, o grau de evaporacdo do solvente, a

homogeneidade das nanoparticulas preparadas etc. (FERNANDES et al., 2010).

Ressalta-se que, dentre estes fatores, a funcionalizacdo da superficie das
nanoparticulas é uma das a¢fes mais estudadas para o controle do processo de automontagem,
e essa funcionalizacdo pode ser feita com moléculas com poucas funcdes quimicas e
substituintes, quanto com biomoléculas mais complexas como proteinas, anticorpos etc.
(RANGEL; FERREIRA, 2009).

Nesse contexto, o presente trabalho visa a sintese e funcionalizacdo de nanoparticulas
que, posteriormente, permitirdo a ocorréncia de interacdes planejadas para obter um arranjo
destes nanomateriais, e assim, vislumbrar a elaboracdo e construcdo de pequenos arranjos
organizados em escala nanométrica, tendo-se as nanoparticulas de ouro funcionalizadas como

bloco de construgéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Sintetizar nanoparticulas de ouro com geometrias e tamanhos distintos e utiliza-las
como blocos de construcdo de nanoestruturas atraves de processos de automontagem (self-

assembly).

2.2 Objetivos especificos

» Sintetizar nanoparticulas coloidais de ouro na forma de bastdes e esferas de
maneira controlada e em solucéo aquosa;

> Funcionalizar as nanoparticulas de ouro com ligantes especificos de forma
planejada;

» Caracterizar as nanoparticulas quanto ao formato e tamanhos médios, assim como,
os sistemas coloidais obtidos, empregando-se técnicas de Espectroscopia de
Absorcdo da Regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis), Espalhamento de Luz
(DLS) e Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM).
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Nanoparticulas Metalicas
3.1.1 Aspectos gerais

Nos ultimos 20 anos o interesse por nanoparticulas metélicas tem aumentado
constantemente devido a sua ampla variedade de aplicagdes (LOGUERCIO et al., 2015;
SANTOS, 2016). Varios grupos de pesquisa tém estudado nanoparticulas isoladas de
tamanhos e formas diferentes, buscando entender seu comportamento Optico e catalitico.
Adicionalmente, a literatura descreve a constante busca por metodologias de sintese cada vez

mais simples, de baixo custo e com alta reprodutibilidade (SANTOS, 2016).

O comportamento éptico de nanoparticulas metélicas tem fascinado a humanidade ha
varios séculos, principalmente através de obras de arte, isso mesmo antes que se tivesse 0
conhecimento sobre o que eram nanoparticulas. Um classico exemplo é a Taca de Licurgo
(século 4 d.C.), que tem a fascinante particularidade de exibir uma de duas cores - vermelho
ou verde - dependendo do angulo com que a luz se faz incidir, conforme visto na Figura 1.
Por detras deste intrigante comportamento optico do artefato se encontra nanotecnologia, pois
o vidro utilizado conta com particulas de prata e ouro com dimensdes de até cinguenta
nanodmetros (MADHAVAN, 2004; SILVA, 2008).

Figura 1. Duas divisdes da Taga de Licurgo, sob luz natural (refletida), em cor verde e por

iluminacéo interna com luz branca (transmitida), em cor vermelho

Sob luz natural Por iluminacao interna
com luz branca

Fonte: SILVA, 2008.
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N&o obstante, o estudo com carater mais cientifico e menos empirico sobre as
nanoparticulas metalicas tornou-se evidente com os trabalhos de Michael Faraday que, em
1857, publicou um artigo no periddico “Philosophical Transactions of the Royal Society of

2

London”, que tentava explicar o efeito da interacdo da luz em uma solucdo coloidal de
nanoparticulas de ouro obtida através da reducdo do cloreto de ouro pelo fosforo
(MADHAVAN, 2004; FARADAY, 1857). A partir desta época, e até os dias atuais, varios
métodos de preparacdo de nanoparticulas metalicas vém sendo desenvolvidos (VEPREK et

al., 2007; RANGEL; FERREIRA, 2009).

Ainda sobre o comportamento éptico singular das nanoparticulas metéalicas, verificou-
se que tais particularidades estdo associadas ao Efeito da Ressonancia de Plasma de Superficie
Localizada (do inglés, LSPR). Mie, em 1908, foi o primeiro a elucidar a origem das cores
nestas estruturas e sua teoria foi posteriormente complementada com os modelos de
Maxwell-Garnett que explicavam a interacdo das nanoparticulas com o meio. Estes estudos
proporcionaram uma ampla visdo quanto as possiveis aplicacfes destas nanoparticulas e no
desenvolvimento de novos materiais (OLIVEIRA et al.; FERREIRA et al., 2015; FAN et al.,
2013; SANTOS et al., 2016).

Desde entdo, o interesse nestas nanoparticulas tem aumentado e novas metodologias
de sintese e caracterizacdo tém sido desenvolvidas, possibilitando grande controle de seus
tamanhos e formatos (SHAW et al., 2013; SANTOS et al., 2013). A partir destes trabalhos,
varios estudos cientificos foram publicados em sintese e modificacdo da superficie de
nanoparticulas de ouro, utilizando uma ampla diversidade de condi¢des experimentais. Logo,
uma diversidade de nanomateriais, tais como: nanotubos de carbono, nanoparticulas metalicas
e semicondutores foram sintetizados e propostos como blocos de construgdo para o
desenvolvimento de catalisadores, dispositivos eletrdnicos e Opticos nanoestruturados
(FELDHEIN; FOSS, 2002).

3.1.2 Efeito da Ressonancia Plasmdnica de Superficie Localizada

Para que a Ressonancia Plasménica de Superficie Localizada (LSPR) pudesse ser
compreendida, foi necessario que houvessem avancos cientificos relacionados a natureza e do
comportamento eletromagnético da luz. Estes avangos tiveram inicio em 1820, quando o
estudioso dinamarqués Hans Christian Orsted, atraves de observagdes experimentais da

deflexdo de uma bussola nas proximidades de um fio condutor permeado por uma corrente
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elétrica, deu um passo importante para a unificacdo da eletricidade e do magnetismo (até
entdo os fendmenos elétricos e magnéticos eram estudados separadamente) (SANTOS et al,
2016).

Posteriormente, em 1865 James Clerk Maxwell desenvolveu a teoria do
eletromagnetismo, que associava 0s fendmenos observados de interagéo entre a eletricidade e
0 magnetismo. As equagOes propostas por Maxwell permitiram explicar com clareza diversos
fendmenos, permitindo classificar a luz como sendo uma onda eletromagnética, caracterizada
por oscilagbes de campos elétricos e magnéticos (perpendiculares entre si) em funcdo do
tempo. Paralelamente ao trabalho de Maxwell para o eletromagnetismo, em 1857, Michael
Faraday trabalhava na interacdo da luz com solucGes coloidais, e através de dados empiricos,
descreveu a dependéncia das coloragcdes dos coloides com a concentracdo e tamanho das
particulas presentes na solucdo (SANTOS et al., 2016). Suas contribuicdes, somadas ao
estudo das equacbes do eletromagnetismo aplicadas nas propagacGes das ondas
eletromagnéticas a grandes distancias, permitiu uma melhor compreensdo da interacdo dos
campos eletromagnéticos com a matéria para explicar os fendmenos de transmissao, reflexdo,

espalhamento e absorcéao da luz.

Em 1908 Mie apresentou uma resolucdo satisfatoria para as equaces de Maxwell,
explicando porque particulas de tamanhos diferentes e de mesmo material forneciam cores
distintas, conforme preconizado por Faraday. A solugdo proposta por Mie fez com que
houvesse um melhor entendimento sobre a interacdo da luz com metais em escala
nanométrica. E, o estudo desta interacdo deu origem ao que hoje é denominado de Plasménica
(MAXIMINO, 2011).

Em linhas gerais, a Plasmonica estuda como o campo eletromagnético pode ser
confinado em dimensdes de mesmos tamanhos ou menores que o comprimento de onda. Os
materiais mais importantes no estudo da plasmonica sao os metais, pois este suporta modos de
propagacao de plasmons de superficie (ou surface plasmons, SP). Por outro lado, plasmons de
superficie sdo originados a partir do acoplamento entre a onda eletromagnética e a oscilagdo
coletiva dos elétrons livres (ou de conducdo) de um metal. Quando esta oscilacéo é otimizada,
ou seja, sdo escolhidos parametros para que ela atinja a condi¢do de ressonancia, passa-se a
ser chamada de ressonancia de plasmonica de superficie ou ressonéancia de plasmon de
superficie (surface plasmons resonance, SPR). Ha dois tipos de SPs, i) polarizacdo
plasménica de superficie (surface plasmons polarition, SPP), é obtido quando uma onda

eletromagnética incide em filmes metalicos e esta fica confinada na superficie deste filme; e
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ii) superficie plasménica localizada (localized surface plasmons, LSP), representado na
Figura 2, que é obtido quando o acoplamento é feito com uma nanoparticula metéalica com
diametro muito menor que o comprimento de onda incidente. Ambos efeitos aceitam a
condicdo de ressonancia, sendo classificados como SPPR e LSPR, respectivamente
(MAXIMINO, 2011).

Figura 2. Origem de um dipolo elétrico induzido e efeito da forga restauradora devido a
separacdo de cargas nas nanoparticulas metélicas. Ressonancia Plasménica de Superficie
Localizada (LSPR)

Fonte: SANTOS et al., 2016.

A incidéncia de um campo elétrico homogéneo sobre a particula metalica provoca o
deslocamento dos elétrons desta particula no sentido contrario ao campo elétrico da onda
incidente (JACKMAN; RAHIM FERHAN; CHO, 2017). Este deslocamento das cargas
promove a inducdo de um dipolo elétrico na particula. O dipolo induzido promove o
aparecimento de um campo elétrico restaurador na particula, o qual tem a funcéo de restaurar
o0 equilibrio de distorcdo das cargas. Esta forca restauradora e a indugdo do dipolo, quando
acopladas, geram a ressonancia plasménica (SANTOS, 2016; CHANG et al., 2012) A Figura
2 ilustra o dipolo elétrico induzido e a forga restauradora criada devido a separacéo de cargas

na particula.

As nanoparticulas de metais nobres, por exemplo, de ouro e prata, distinguem-se dos
demais metais, por possuirem propriedades Opticas Unicas como a alta luminecéncia de
superficie, devido ao espalhamento de luz, facilmente observada por deteccdo Optica
(HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009) e bandas de extincdo na regido do visivel
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(HUANG; EL-SAYED, 2010), ambas devido a ressonancia plasmonica de superficie (SPR)
(HULTEEN et al., 1999).

3.1.3 Formacao de nanoparticulas metalicas

De forma geral, uma nanoparticula é considerada um nanomaterial quando uma de
suas dimensdes se encontra entre 1 e 100 nm, pois, geralmente nessa faixa, propriedades
diferenciadas se manifestam advindas de seu tamanho reduzido (FELDHEIN; FOSS, 2002;
DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006; SILVA, 2010).

A producdo de nanoparticulas pode ser feita por meio de duas abordagens: i) pelo
método conhecido como top-down (de cima para baixo), que se baseia na desconstrucéo de
estruturas maiores, utilizando técnicas de fabricacdo para cortar, moer e moldar materiais até
atingir a nanoescala; e ii) pelo método bottom-up (de baixo para cima), que explora as
propriedades quimicas de moléculas/atomos individuais como bloco de construgdo para fazer
com que estes se organizem e formem uma estrutura em nanoescala (FELDHEIN; FOSS,
2002; TISCHER; TISCHER-FARIA, 2012).

O método top-down é geralmente realizado em sistemas secos; e 0 bottom-up, em
meio aquoso ou com solvente orgéanico (TISCHER; TISCHER-FARIA, 2012). Estes dois
processos estao ilustrados de forma esquematica na Figura 3.

Figura 3. llustracéo dos processos de obtencdo de nanoparticulas: top-down e bottom-up

De baixo para cima

De cima para baixo

]
J’J

5 “b)u i I

Forma massica Aglomerados  Atomos

Fonte: adaptado de ZARBA, 2016.

A abordagem de bottom-up baseia-se em processos quimicos de sintese de
nanomateriais através de crescimento das suas unidades constituintes por intermédio de

reacOes quimicas, tais como, reducdo de ions metélicos ou precipitacdo de 6xidos ou outros
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compostos idnicos. As reagdes utilizadas neste processo podem ser de decomposigdo térmica,
fotocatalitica, fotoquimica, reducdo quimica e eletroquimica etc. (WANG; CHANG; PENG,
2011; PEREIRA, 2014).

Este método pode ser bastante eficaz, caso as unidades constituintes se depositem de
uma forma organizada em estruturas bem definidas. Estas técnicas tém, usualmente, facil

aplicabilidade, bons rendimentos e baixos custos energéticos.

Os métodos empregando a abordagem top-down baseiam-se em processos fisicos de
desintegracdo de um material macroscépico para obter um nanomaterial com a morfologia
adequada para determinada aplicacdo (EUSTIS; EL-SAYED, 2006; PEREIRA, 2014). Nestes
processos ocorrem, comumente, perda do material, ocasionando menores rendimentos e baixa
homogeneidade das particulas obtidas (CAO; WANG, 2011).

Contrariamente aos métodos bottom-up, as particulas obtidas com base na abordagem
top-down, ndo contam com possibilidades na variacdo de modificacdo de sua superficie. Por
sua vez, estes processos, além dos baixos rendimentos, tém a desvantagem de terem elevado
consumo energeético e ndo ser usualmente faceis de adaptar a largas escalas de producédo
(PEREIRA, 2014).

A abordagem bottom-up, geralmente, origina nanoparticulas com maior controle de
forma e tamanho, apds otimizacdo de pardmetros, jA que se remete a construcdo das
nanoestruturas a partir de a&tomo por atomo, ion por ion ou molécula por molécula, mantendo
o controle durante a sintese (CAO; WANG, 2011).

As nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis e tém a tendéncia natural de se
agregarem, diminuindo seu potencial de superficie. Assim, o grande desafio na obtencéo,
consiste, exatamente, em preparar nanomateriais estaveis (i.e., que permane¢am na escala
nanométrica sem sofrer decomposicao, agregacao ou crescimento) e monodispersos, tanto em

relacdo ao tamanho quanto a forma dessas particulas.

Comumente, nos métodos bottom-up existem duas fases principais na sintese de
nanoparticulas: i) a fase de nucleacdo e ii) a fase de crescimento, que serdo detalhadas na

proxima subsecéo.

Vale ressaltar que, neste trabalho, a obtencdo das nanoparticulas (esferas e bastfes)

foram realizadas através de abordagem bottom-up.
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3.1.4 Obtencdo de nanoparticulas através de processos por via itmida — Bottom-up

Devido as propriedades singulares que podem ser obtidas, métodos de sintese de
particulas com tamanhos de 1 a 100 nm tém sido objeto de inimeros trabalhos cientificos
(SANTOS et al.,, 2010). Adicionalmente, a literatura descreve a constante busca por
metodologias de sintese cada vez mais simples, de baixo custo e com alta reprodutibilidade.
Nessa perspectiva, a sintese de nanoparticulas por via Umida, gerando solugdes coloidais,
ocupara um papel chave (COLOMBO et al., 2012; FILHO; SERRA, 2015).

Sistemas coloidais de nanoparticulas metalicas podem ser descritos como sendo uma
fase solida de particulas suspensas em uma fase continua liquida, apresentando alto grau de
dispersdo das particulas e baixa taxa de aglomeracdo e sedimentacdo. Durante a sintese
coloidal de nanoparticulas, dois processos ocorrem de maneira praticamente simultanea sdo
considerados: a nucleacdo (formacdo de numerosos cristalitos iniciais) e o crescimento das
particulas (FILHO; SERRA, 2015). A Figura 4 representa o processo de precipitacdo segundo
0 modelo de La Mer (FILHO; SERRA, 2015; LAMER; DENGAR, 1950), com suas trés

etapas caracteristicas: pré-nucleacdo, nucleacéo e crescimento.

Figura 4. llustracdo dos processos de pré-nucleacéo, nucleacao e crescimento
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Fonte: FILHO; SERRA, 2015.

Em geral, no modelo de La Mer (Figura 4, Gréafico a) a etapa de nucleacdo deve ser
rapida e de curta duragdo para a geragdo de nanoparticulas monodispersas (RAO; MULLER;
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CHEETHAM, 2007). Contudo, essa condi¢cdo ndo necessariamente ocorre, por isso, o devido
controle das etapas de formacéo das particulas é fundamental para sintese reprodutivas e de
alta seletividade. O maior problema reside na ocorréncia concomitante das etapas de
nucleacdo e crescimento das particulas, acarretando, a principio, uma grande variacdo no
tamanho das particulas (FILHO; SERRA, 2015).

No modelo de Ocafa (Figura 4, Grafico b), assume-se a ocorréncia, também, de um
processo rapido de nucleacdo, porém a geracdo das particulas finais ocorreria através da
agregacao dos germes iniciais e das particulas menores; ja no modelo de Sugimoto (Figura 4,
Gréfico c), assume-se uma etapa muito lenta de nucleacdo, levando a formacdo de germes
polidispersos (FILHO; SERRA, 2015).

O crescimento é, entdo, explicado pela coalescéncia limitada por difusdo dos germes
menores (mais instaveis) em favor do aumento das particulas maiores, através do processo de
Ostwald ripening (“maturacao de Ostwald”). Este processo consiste em um fendmeno no qual
as particulas pequenas em suspensdo tendem a se redissolver e depositar sua massa em
particulas maiores mais estaveis, assim minimizando o potencial de superficie, atingindo
maior estabilidade termodindmica (FILHO; SERRA, 2015).

Em linhas gerais, na etapa de nucleacdo ocorre a formacdo de pequenos nucleos
metalicos a partir das moléculas de precursor, quando a concentracdo destas se encontra
acima de um limiar de concentragdo na regido de supersaturacdo, provocando a nucleacéo.
Em contrapartida, na fase de crescimento ocorre a deposicdo de atomos metalicos livres nos
nacleos formados, provocando assim o crescimento da nanoparticula. A dispersdo de
tamanhos de uma populacdo de nanoparticulas depende fortemente da duracéo relativa entre
estas fases de nucleacéo e crescimento. De maneira a obter uma populagdo monodispersa de
nanoparticulas é importante ter um periodo de nucleacdo curto e separado da fase de
crescimento, para que haja uma formacdo quase simultdnea de nucleos, seguido de um
crescimento homogéneo, visto que o namero final de nanoparticulas formadas € determinado
durante a fase de nucleacéo (XIA et al., 2009; PEREIRA, 2014).

Deste modo, o controle do tamanho e da morfologia das particulas pode ser
conseguido atraves da modulacdo dos processos de nucleacéo e crescimento. Logo, uma boa
estratégia para a elaboracdo de nanoparticulas metalicas, particularmente, de ouro, € a técnica
mediada por semente (SILVA, 2010), o esquema desta estratégia pode ser visualizado na

Figura 5. Este método utiliza sementes pré-formadas nas quais nanoparticulas crescem
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quando um agente redutor fraco (&cido ascérbico, por exemplo) na presenca de um
surfactante, levando a formacao de nanoparticulas com formas e tamanhos desejados.

Figura 5. Representacdo da sintese de nanoparticulas de ouro mediada por semente (seed)
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Uma vez sintetizadas, as nanoparticulas precisam ser protegidas, pois, do contrério,
poderdo aumentar de tamanho, unir e precipitar em um curto espaco de tempo. Para evitar
essa agregacdo e prolongar o uso destes nanomateriais, é necessario fazer alguns
procedimentos para que 0s impegam de se aproximar um dos outros o suficiente, evitando
quaisquer intercorréncias. Para tal, utiliza-se a técnica de estabilizacdo, que pode ser realizada
de duas maneiras: i) por estabilizacbes do tipo eletrostatica; e ii) estérica (WANG; FAN,
2010; YU; XIE, 2012). Na Figura 6 é apresentada uma representacdo destes dois tipos de

estabilizacdo de nanoparticulas.

Figura 6. llustracdo dos processos de estabiliza¢Ges estérica e eletrostatica de nanoparticulas
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Fonte: WANG; FAN, 2010.
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Na estabilizacdo eletrostatica, utiliza-se um composto com carga (positiva ou
negativa) que, geralmente, fica adsorvido sobre a superficie das nanoparticulas, conferindo-
Ihes, portanto, um potencial eletrostatico. Essa carga impede que as nanoparticulas se
aproximem o suficiente para que o processo de agregacdo se inicie. J& na estabilizacdo
estérica, as nanoparticulas sdo revestidas com uma camada de polimero, proteina ou
dendrimero, por exemplo. Por exemplo, criando-se uma barreira molecular que impede a
aproximacdo entre as mesmas, evitando o processo de agregacdo (WANG; FAN, 2010; YU;
XIE, 2012).

3.2 Nanoparticulas de Ouro

Desde a década passada é notavel o crescente interesse da comunidade cientifica a
respeito do ramo da nanociéncia que se refere as intrigantes mudancas nas propriedades
fisicas de determinados soélidos, quando suas dimensdes sdo reduzidas a escala nanométrica.
Além disso, também, nesse periodo, aumentou-se a possibilidade de controle sobre os
componentes estruturais de materiais e dispositivos em escalas de tamanho bem inferiores
aquelas convencionais. Parte do fascinio que permeia o assunto é atribuido as inUmeras
aplicacBes dadas a nanoparticulas metalicas (MELO JR. et al., 2012) tais como, na construgdo
de sensores, no uso em microeletrbnica, em catéalise, bactericida, células fotovoltaicas
(WANG et al., 2011; LUKMAN et al., 2011).

Dentro do universo das nanoparticulas metéalicas, aquelas de ouro foram as primeiras a
serem utilizadas para algum proposito, muito provavelmente pelo fato de serem preparadas
com muita facilidade (COURA et al., 2018). O ouro é um metal de grande importancia
histérica devido ao seu alto valor agregado e sua beleza associada. Além disso, devido a suas
propriedades quimicas de metal nobre, é utilizado em distintas areas, principalmente o
comportamento Optico diferenciado que depende da morfologia e tamanho da particula
(JUNQUEIRA; SILVA; GUERRA, 2012; PEREIRA, 2014; COURA et al., 2018).

Por apresentarem propriedades fisicas e quimicas distintas, tanto do nivel atdbmico
guanto da sua forma massica (bulk), as nanoparticulas de ouro vém recebendo cada vez mais a
atencdo em inumeros campos de pesquisa, principalmente devido as propriedades
plasménicas (PARVEEN, 2017).

A depender dos parametros experimentais, como temperatura, concentracdo do ion

metalico, velocidade de redugdo, uso e concentracdo de agentes estabilizantes etc. (SCHULZ
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et al., 2014; COURA et al., 2018), pode-se obter nanoparticulas de ouro com morfologias e
tamanhos variados (MIRKIN; PERSONICK, 2013), conforme representagéo da Figura 7.

Figura 7. Representacéo de diferentes morfologias de nanoparticulas de ouro
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Fonte: adaptado de MIRKIN; PERSONICK, 2013.

As nanoparticulas de ouro podem ser isotrépicas ou anisotropicas, dependendo da sua
forma. As nanoparticulas de ouro isotropicas, i.e., de forma esférica, com didmetros entre 5
nm e 20 nm apresentam uma Unica banda plasménica tipica entre 510-525 nm. As particulas
anisotrépicas — outras formas ndo esféricas — apresentam normalmente mais que uma banda
plasménica (LI; ZHAO; ASTRUC, 2014), nanobastBes exibem duas bandas de SPR, visto que
a oscilacdo coletiva dos elétrons pode ocorrer em dois sentidos, dependendo da polarizagdo da
luz incidente (FERREIRA et al., 2017).

3.2.1 Propriedades Opticas das nanoparticulas de ouro

Os nanomateriais apresentam interessantes propriedades opticas. Um exemplo classico
desse comportamento sdo as particulas em suspensdo coloidal de ouro, as quais podem exibir
diversas tonalidades na regido do ultravioleta-visivel. Esta particularidade é intrinsecamente
dependente da forma e das dimensfes destes constituintes (PEREIRA et al., 2007), como
apresentada na Figura 8, onde tem-se caracteristicas distintas para as nanoesferas e 0s
nanobastbes com diferentes razGes de comprimento/largura (C/L) ou aspect ratio. A

diversidade de cores observada para estes materiais € resultante do efeito de ressonancia de
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plasma de superficie localizada destas particulas e tem sido devidamente explicada através da
teoria de Maxwell-Garnett, conforme ja mencionada na subse¢édo 3.1.2 desta tese.

Figura 8. llustracdo das diferentes cores de nanoparticulas de ouro, (a) esferas e (b,c,d,e) bastdes
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Fonte: WANG et al., 2016.

As diferentes cores observadas nas suspensdes do ouro coloidal sdo devido as
oscilacBes coletivas dos elétrons responsaveis pelas bandas de conducdo existentes na
superficie das nanoparticulas. Esses elétrons interagem com o vetor elétrico da energia
radiante, constituindo um fendmeno denominado de ressonancia de plasma de superficie
(SPR), sendo resultante de vibragdes eletronicas e mudangas na densidade de carga localizada
em uma interface, também denominadas como ondas de Langmuir. A mobilidade dos elétrons
livres promove a oscilacdo da frequéncia da SPR, cuja excitacdo pode ser observada na regido
do visivel em particulas miniaturizadas. Materiais nanoparticulados sdo dotados de uma
lacuna envolvendo as bandas de valéncia e de conducéo, capazes de permitir uma transicéo

eletronica na interface condutor-isolador (PEREIRA et al., 2007).

Quanto a propriedade de SPR, as nanoesferas assim como 0s nanobastdes de ouro
apresentam bandas de absorcdo plasménicas especificas, conforme ja mencionado na se¢do
3.2. A Figura 9 ilustra a ressonancia de plasma de superficie para este dois tipos de

nanoparticulas.
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Figura 9. llustracdo da ressonancia de plasma de superficie (SPR) para (a) nanoesferas e (b)
nanobastdes, e analise de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) para (c)

nanoesferas e (d) nanobastdes
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Fonte: DA SILVA et al., 2013.

Assim, para 0s nanobastdes existe uma banda de absor¢do no comprimento de onda
semelhante ao das nanoesferas (denominada banda transversal) e uma banda longitudinal
(>600nm) como resultado da absorc¢éo induzida pelo eixo longo dos nanobastdes, a qual varia
de acordo com sua relacdo de aspecto (comprimento/largura). Com o aumento dessa razéo,
que pode ser determinado tanto pela modificacdo do tamanho da nanoparticula quanto pela
ligacdo de moléculas em sua superficie, a cor do ouro em solucéo € alterada e 0 comprimento

de onda de ressonéncia de plasma de superficie é deslocado (FERREIRA et al., 2017).

3.2.2 Sintese de nanoparticulas de ouro

Esforcos significativos foram dedicados ao longo das ultimas quatro décadas para a
fabricacdo de nanoparticulas de ouro monodispersas com controle de tamanho e forma bem
definidos. Até o0 momento, nanoparticulas de ouro com didmetros variando de 2 nm a 150 nm
e morfologias diferentes, incluindo nanoesferas, nanobastfes, nanoprimas e nanoestrelas
podem ser rapidamente sintetizadas através de diversas metodologias (RANA et al., 2012;
CHEN; ZHOU; ZHAO, 2018). Os processos de obtencdo de nanoparticulas metalicas
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envolvem, geralmente, o uso de agentes redutores e estabilizantes, tais como o citrato de
sodio, boro-hidreto de sddio, hidrazinas, formaldeidos, &cido ascorbico, que previnem a
agregacdo destes nanomateriais (SCHULZ et al, 2014; SENGANI; GRUMEZESCU;
RAJESWARI, 2017; CHEN; ZHOU; ZHAO, 2018). Contudo, a sintese destas nanoparticulas
pode ser feita de duas maneiras: i) métodos quimicos (de Turkevich, de Brust-Schiffrin, de
Murphy entre outros) e por ii) métodos fisicos (radidlise, termolise etc.). Na prdxima
subsecdo dar-se-a importancia aos metodos quimicos de sintese mais comumente utilizados na

pratica laboratorial.

3.2.2.1 Método de Turkevich

Entre os métodos quimicos, a maioria usa o acido tetracloroaurico (HAuCls), como
fonte de ions Au (llI) e diversos agentes redutores, como exemplo, citrato de sodio
(NasCsHsO7). Dentro desse contexto, 0 método de Turkevich (TURKEVICH; STEVENSON;
HILLERE, 1951), descrito pela primeira vez em 1951, consiste basicamente em adicionar
citrato de sodio (em excesso) como agente redutor sobre uma solucdo aquosa de acido
tetraclorodurico (HAuCls) sob refluxo. Apds trinta minutos de reagéo, é obtida uma solugéo
coloidal de nanoesferas de ouro, de tonalidade roxa. O citrato em excesso serve para, além da
reducdo do precursor de ouro, estabilizar as nanoparticulas por repulsdes eletrostaticas na
solucéo coloidal (DA SILVA et al., 2013; TEIXEIRA, 2016).

Apesar de inicialmente este método ter estado limitado a NP de cerca de 20 nm,
posteriormente foi adaptado a sinteses de NP com tamanhos médios de 16 a 147 nm,
variando-se a raz&o entre o reagente de ouro e o agente estabilizador/redutor. A ligacéo do ion
citrato a superficie da NP é relativamente fraca, o que é particularmente interessante quando
se deseja proceder as reacdes de substituicdo na superficie. A introducdo de agentes anfifilicos
baseados em tidis conjuntamente com o citrato tem sido também apresentada com sucesso
(MARTINS; TRINDADE, 2012).

3.2.2.2 Método de Brust-Schiffrin

Brust e Schiffrin descreveram a obtencdo de NP de Au com dimensdes mais reduzidas
(diametros entre 1,5 e 5,2 nm) com boa estabilidade térmica e coloidal. Estes pesquisadores
desenvolveram um método que utiliza (boro-hidreto de sodio) NaBH4 como agente redutor do
Au (1) (HAUCIs) num sistema bifasico: tolueno/agua (BRUST et al., 1994). O ion AuCls é
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transferido para a fase organica pela acdo de um tensoativo (brometo de tetraoctilamonio,
TOAB) o0 que permite a redugdo de ouro iénico pelo NaBHa. A ligacdo do TOAB a superficie
das NP formadas ndo é suficientemente forte para garantir estabilidade coloidal a longo prazo.
A estabilidade do coloide é promovida pela adicdo de tiois de cadeia carbonada longa que,
devido a afinidade do ouro (Au) (acido mole) pelo enxofre (S) (base mole), coordenam
fortemente a superficie das NP (BRUST et al., 1994; BRUST et al., 1995; MARTINS;
TRINDADE, 2012).

3.2.2.3 Método de Murphy

Murphy e colaboradores (2001) obtiveram NP de Au com tamanhos médios entre 5-40
nm, utilizando agentes redutores distintos na preparacdo de sementes e na fase de crescimento
em particulas maiores. As sementes de ouro foram preparadas por reducdo de HAUCI,
utilizando NaBHs na presenca de ion citrato e, na fase de crescimento, adicionou-se acido
ascorbico. A estabilidade das particulas durante a fase de crescimento foi promovida pela
adicdo do agente tensoativo brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB). O acido ascorbico € um
redutor fraco, permitindo a reducdo de espécies de Au (I1l) apenas até a Au (I) em solucédo
aquosa. No entanto, com a adicdo de particulas sementes de Au (0), o potencial de reducéo
aumenta, levando ao crescimento das particulas sementes com a reducdo de Au (I) sobre a
superficie das particulas adicionadas. Esse processo mostrou-se muito eficaz para o
crescimento controlado das nanoparticulas (MURPHY; JANA; GEARHEART, 2001;
MARTINS; TRINDADE, 2012).

3.2.3 Funcionalizagao

A funcionalizagdo de nanoparticulas consiste na adicdo de grupos funcionais (leia-se,
ligantes) a superficie das NPs, sendo efetuada com objetivos especificos, tais como aumentar
a estabilidade coloidal das particulas, prevenir fendmenos de agregacdo ou determinar maior
afinidade para determinada aplicagio (HOMBERGER; SIMON, 2010). Conforme ja
mencionado, as nanoparticulas de ouro sdo sistemas interessantes no desenvolvimento dos
mais diversos tipos de materiais nanoestruturados, além das diversas propriedades e
aplicabilidades, este tipo de NP possui superficie que pode ser facilmente substituida por
ligantes, sem que a sua estabilidade coloidal fique comprometida (SOARES, 2016).
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Na Figura 10 pode-se perceber a versatilidade no uso de alguns ligantes, independente
da morfologia ou tamanho das nanoparticulas. A capacidade da superficie da nanoparticula ao
interagir com grupos tiois e aminas fornece uma maneira conveniente de introduzir conjuntos
funcionais reativos que, podem ser utilizados juntamente com as propriedades Opticas e
eletronicas da nanoparticulas, para uma variedade de aplicagdes (HER; JAFFRAY; ALLEN,
2017).

Figura 10. Representacdo de funcionalizacdo da superficie de uma nanoparticula de ouro
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Fonte: adaptado de HER; JAFFRAY; ALLEN, 2017.

Os ligantes s&o incorporados a superficie podendo melhorar a estabilidade das
nanoparticulas e doté-las de novas propriedades ou fun¢bes (SPERLING; PARAK, 2010). Na
maioria dos casos, o ligante liga-se mais fortemente a superficie da nanoparticula. Salienta-se
que, a geometria molecular dos ligantes em relacdo ao didmetro das particulas é um fator que
influencia 0 modo como as moléculas se distribuem ao redor das particulas, afetando por sua

vez a estabilidade coloidal.
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Um dos exemplos mais significativos € precisamente o caso das nanoparticulas de
ouro (AuNPs) em meio aquoso, sintetizadas por reducdo de citrato (SPERLING; PARAK,
2010; SOARES, 2016). As nanoparticulas resultantes contém ions citrato carregados
negativamente adsorvidos a sua superficie e mantém-se estabilizadas por repulsbes
eletrostaticas. A camada de citrato pode ser substituida por ligantes que se liguem com maior
afinidade, sendo os exemplos mais populares moléculas como fosfinas sulfonadas, acidos
mercaptocarboxilicos, dissulfetos, entre outros (TALLURY et al., 2010; SOARES, 2016).

Para que estas nanoparticulas de ouro apresentem aplicabilidade, o CTAB ou citrato
de so6dio empregados na sintese devem ser removidos ou substituidos com ligantes e/ou
moléculas de interesse, tais como polietileno glicol (PEG), oligonucleotideos, peptideos,
polimeros ou silica inorganica. Moléculas bifuncionais sdo amplamente empregadas (vide
Tabela 1), e, geralmente, possuem grupos de acido carboxilico que atuam como ligantes
quimicos para conjugacgdo, através de acoplamento mediado por carbodiimida via amina
priméria (FERREIRA, 2017).

Tabela 1. Principais ligantes empregados para funcionalizar nanoesferas e nanobastdes de ouro

Ligantes Referéncias

PEG/SH-PEG WANG et al., 2013
Estreptavidina/Biotina HU; DOU; ZHAO, 2014
Aminoécidos WANGOO et al., 2008

Precursores de sais de diazonio FERREIRA et al., 2017

Acido 3-mercaptopropionico (MPA) NIETZOLD; LISDAT, 2012

Acido 11-mercaptoundecanoico (MUDA) MILLER; AKBAR; MORRIS, 2015
Acido lipoico SIMONS, 2000

Polietilenoimina (PEI) FERREIRA et al., 2017

Cisteamina MA etal., 2013

Fonte: adaptado de FERREIRA et al., 2017.

Todos os eventos de funcionalizacdo descritos no paragrafo anterior podem ser

facilmente monitorados através da ressonancia plasmonica de superficie, ja que a ligacdo de
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moléculas na superficie das nanoparticulas altera o ambiente circundante e afeta a densidade
de cargas dos elétrons ali presentes, o que acarreta em deslocamento da banda de absor¢éo
longitudinal (MOON et al, 2011; FERREIRA et al., 2017). Nesse contexto, existem inUmeras
aplicacdes baseadas nas alteracdes da ressonancia de plasma de superficie. Uma delas é o
biossensoriamento, conhecido por nanoSPR, obtido pela ligagdo de biomoléculas (como
anticorpos) aos nanobastdes j& acoplados a um ligante. A posterior interacdo com o alvo
conclui a detecgdo, resultando em um deslocamento observavel da banda longitudinal.19
Estes nanomateriais, portanto, podem ser empregados em ensaios de biossensoriamento
quimico, com facil deteccdo do resultado final por meio da verificacdo do deslocamento da
banda de absorg¢ao plasmonica longitudinal em espectrofotdmetro (FERREIRA et al., 2017).

Salienta-se que, para este trabalho, as nanoparticulas de ouro, nanoesferas (AuNS) e
nanobastfes (AuNR), foram funcionalizadas com os seguintes ligantes: &cido mercaptoacético
(AMA) e cisteamina (CYS) (TRONCI et al.; MIRZA; SHAMSHAD, 2013).

3.2.4 Métodos de caracterizacdo de nanoparticulas

A propriedade béasica da nanoparticula, além do material que a constitui, € o seu
tamanho, isto €, o seu didmetro. O método mais comum de caracterizagdo do tamanho das
nanoparticulas consiste na Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM), que é capaz de
obter imagens das NPs. N&o obstante, outras técnicas sdo de suma importancia para
caracterizar as nanoparticulas, por exemplo, Espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel (UV-
Vis), Difracdo Dindmica de Luz (DLS), avaliacdo do Potencial Zeta, Eletroforese em Gel,
Microscopia de Forca Atdmica (AFM), entre outros (BOISSELIER; ASTRUC, 2009; ALEX;
TIWARI, 2015).

3.2.4.1 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

A Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) é uma técnica bem estabelecida que
permite analisar aspectos de materiais construidos a escala nanomeétrica, tais como a
morfologia, o tamanho e o0 estado de agregacdo das nanoparticulas. Apesar de permitir obter
informagdo estrutural sobre materiais de origem bioldgica, a priori utiliza-se para obter,
também, informacdes sobre espécies metalicas. Devido a possivel formacdo de “artefatos”
durante a preparacdo de amostras, a informacao obtida por TEM ¢é normalmente corroborada
por outros métodos como exemplo, espectrofotometria de UV-Vis (ALEX; TIWARI, 2015).
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O principio do TEM baseia-se na emissdo de um feixe de elétrons altamente
energéticos que incide numa amostra de fina espessura, que interage com ela e é transmitido
através da amostra com uma distribuicdo de intensidade e direcdo controlada pelas leis de
difracdo impostas pelo arranjo cristalino dos atomos na amostra. O feixe transmitido €
enviado através de varias lentes de ampliacdo para atingir a resolucdo pretendida e
transformada numa imagem de TEM com contraste de fase, sendo posteriormente analisada
(PEREIRA, 2014). A partir das fotografias, € possivel obter histogramas de distribuicdo do
tamanho das nanoparticulas, tendo-se assim informacdo crucial quanto a dispersdo das

nanoparticulas.

3.2.4.2 Espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A Espectrofotometria de UV-Vis é uma das técnicas mais comuns e baseia-se na
medicdo da intensidade de luz ultravioleta ou visivel absorvida por uma amostra a um
determinado comprimento de onda, comparativamente a um branco. Além de informacéo
relativa aos comprimentos de onda correspondentes aos maximos de absorcdo, que podem ser
utilizados para fins identificativos, embora com baixa qualidade, a absorbancia ¢é
frequentemente utilizada para determinar a concentracdo de espécies em solucdo, através da

equacdo de Lambert-Beer (Equacéo 1):
A=¢ecl [Equacéo 1]

em que A é a absorbancia a um determinado comprimento de onda, ¢ € a concentracdo molar
da espécie absorvente, e representa o coeficiente de extingdo molar e | o caminho dptico da
célula que contém a amostra (PEREIRA, 2014).

Salienta-se que, no decorrer deste trabalho esta técnica foi extremamente fundamental
para monitorizar o processo de sintese e de funcionalizacdo das nanoparticulas (nanoesferas e

nanobastdes) tdo quantos os diversos tipos de interagédo entre estas NPs funcionalizadas.

3.2.4.3 Difracdo Dindmica da Luz (DLS)

A Difracdo Dinamica de Luz (DLS), também, denominada de Espectroscopia de
Correlagdo Fotdnica ou Dispersdo de Luz Quasi-elastica é uma técnica de dispersdo de luz
adequada para a determinagdo do didmetro de particulas com dimensGes na ordem dos

nandmetros, podendo mesmo determinar tamanhos inferiores a 1 nm. As particulas possuem
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movimento aleatdrio, designado por movimento Browniano. Ao incidir o laser numa amostra
da dispersdo coloidal, a intensidade de luz dispersa depende do tamanho e concentracdo das
particulas. Este tipo de medicbes (dispersdo de luz estatica) permite avaliar o tamanho medio,
mais concretamente o raio hidrodindmico médio das particulas numa solucéo coloidal. Neste
contexto, a DLS é um método que mede a intensidade de flutuacdo do movimento Browniano
das particulas e relaciona-o com o tamanho das mesmas. A medicdo da difragdo dindmica de
luz permite ainda determinar distribuicbes de raios hidrodindmicos, ou seja, avaliar a

dispersdo dos tamanhos das NPs.

Esta técnica permite assim determinar o tamanho das particulas em suspensdo de uma
forma répida e fidvel em amostras com baixa dispersdo de tamanhos. Para amostras
polidispersas, a medicao ndo é tdo fiavel e ocorre usualmente um desvio dos resultados para
maiores diametros. Assim, a técnica € consideravelmente sensivel a formacdo de agregados,
sobrestimando a presenca destes uUltimos assim como de NPs de maiores tamanhos na
distribuicéo de raio hidrodindmico determinado. Por esta razdo, a medicéo fiavel de didmetros
através desta técnica depende consideravelmente da estabilidade das solugdes coloidais
(PEREIRA, 2015).

Durante este trabalho utilizou-se esta técnica para determinar o didmetro
hidrodindmico médio das NPs sintetizadas assim como 0s materiais nanoestruturados a partir

da interacdo entre as nanoparticulas.

3.2.5 Aplicaces de nanoparticulas de ouro

A capacidade das nanoparticulas de ouro em interagir com outras moléculas ou
ligantes, assim como a possibilidade de moldar as suas propriedades, torna-as instrumentos de
elevado potencial para aplicacdo em catélise, na sintese de coloides, em processos
fotoquimicos, no desenvolvimento de sensores e dispositivos eletronicos, em aplicagdes
médicas, na obtencdo de novos farmacos e no controle ambiental (RANGEL; FERREIRA,
2009; LI; ZHAO; ASTRUC, 2014).

Estudos realizados por Marisca e colaboradores (2015) demonstram a viabilidade em

se utilizar as nanoparticulas de ouro para fins medicos, estes pesquisadores utilizaram o
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colageno, a proteina mais abundante em mamiferos, como revestimento de tais
nanoparticulas, demonstrando baixa toxicidade e altos niveis de absorcéo, tendo em vista a
aplicacdo em sistemas de entregas de farmacos e biomarcadores para contrastes de imagem.
Esse é um dos tipos de aplicacdo que pode ser utilizado em cosméticos atuando, também, no
rejuvenescimento cutaneo. Ainda nesta vertente, Fathi-Azarbayjani e colaboradores (2010)
elaboraram uma mascara facial antirrugas nanofibrosa contendo acido ascérbico, acido
retindico, nanoparticulas de ouro, e coldgeno. As AuNPs foram preparadas pela reducéo
quimica do sal de ouro (HAuUCIls) com citrato de sédio em solugdo de PVA (alcool
polivinilico). Uma vez umedecida, o contedo da méscara gradualmente dissolve-se e libera
os ingredientes ativos assegurando uma penetracdo maxima na pele. O uso de AuNPs nesse
estudo é devido a propriedades como o aumento da circulacdo sanguinea, a elasticidade
cutanea, o poder de rejuvenescimento facial por meio da reducdo da formacéo de rugas e o

seu potencial na entrega transdérmica.

O emprego de catalisadores contendo nanoparticulas de ouro sobre suportes
mesoporosos constitui outra importante aplicacdo em catalise que vem sendo desenvolvido ha
guase uma década. Por exemplo, Sobczak e colaboradores (2007) prepararam materiais
mesoporosos contendo nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos e observaram que
esses sistemas eram promissores para a reducdo catalitica seletiva de 6xido nitrico. Por outro
lado, Yin e colaboradores (2005) utilizaram alumina mesoporosa como suporte de

nanoparticulas de ouro para obter catalisadores eficientes para a epoxidacdo do estireno.

Ja para a utilizacdo em sensores, Sempionatto e colaboradores (2014) desenvolveram
um sensor com propriedades inteligentes, baseado em poliacido acrilico modificado com
nanoparticulas de ouro, este sensor demonstrou propriedades que podem discriminar
diferentes valores de pH. Outro estudo feito por Abbas e colaboradores (2015) desenvolveram
um sensor eletroquimico utilizando as nanoparticulas de ouro modificado com pasta de
carbono para deteccdo de cisteina, a deficiéncia deste aminodcido esta envolvida em
sindromes de crescimento lento em criangas, 0 sensor demonstrou uma otima sensibilidade

para essa deteccao.

Como jé relatado na subsecdo 3.2, as NPs podem ser obtidas por VArios processos e
atualmente podem ser sintetizadas nos mais variados formatos como esferas, cubos, tubos,
prismas, octaedros, e muitos outros. Cada forma apresenta diferentes propriedades especificas
— que podem ser ajustadas pela modificacdo da superficie das nanoparticulas ou através da

funcionalizacdo, possibilitando uma variedade de aplicagfes nanomateriais.
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3.2.6 Interacgdo entre nanoparticulas de ouro

A principal caracteristica dos nanomateriais é que eles sdo compostos por um
“pequeno” nimero de atomos, entre centenas a milhares. Como visto, é justamente devido a
estas pequenas dimensBes que as propriedades fisicas destes materiais geralmente diferem
daquelas apresentadas pelo mesmo material em sua forma maéssica. As propriedades e 0
desempenho dos materiais podem ser melhorados e otimizados pelo mecanismo de montagem
de nanomateriais. Novas propriedades fisicas tém sido observadas nestes sistemas, resultado
da interacdo entre as particulas. Tais propriedades ndo sao nem as propriedades das particulas
individuais nem as propriedades do material em sua forma massica, mas sdo resultantes do

beneficio da organizacdo do nanomaterial.

As nanoparticulas devem ser moveis para que possa ocorrer 0 arranjo ordenado da
estrutura. A ideia é, desta forma, alcancar o nivel de auto-organizacdo do nanomaterial, ou
seja, induzir o sistema a uma organizagdo espontanea em grande escala sem intervencao de
objetos em nivel nanoscpico, mas apenas submetidos a condi¢cdes programadas
macroscopicamente (SILVA, 2010).

Conforme ja mencionado em topicos anteriores, as nanoparticulas de ouro apresentam
excelentes propriedades de ressondncia de pldsmon de superficie (FERREIRA et al., 2017).
Diversos métodos quimicos tém sido desenvolvidos para a obtencdo de nanoparticulas de
ouro com alto controle de tamanho e forma (RANA et al., 2012; CHEN; ZHOU; ZHAO,
2018). O proximo desafio no momento € alcancar um nivel de montagem especifica destas

nanoparticulas na construcdo de dispositivos a fim de obter propriedades e funcbes desejadas.

Por exemplo, nanobastfes de ouro, como mencionado na subse¢do 3.2.1, apresentam
duas bandas de absorcdo referente ao plasmon de superficie transversal e outra, ao
longitudinal. Este dltimo aparecendo entre o visivel e, podendo alcancar a faixa do
infravermelho no espectro (FERREIRA et al., 2017). Tem sido mostrado que nanobastfes
podem se unir ponta a ponta atraves de reconhecimento bioquimico entre ligantes, uma
ilustracéo entre este sistema pode ser demonstrada na Figura 11 (CHANG et al, 2005; SILVA,
2010; LEUNG et al, 2016).
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Figura 11. Representacdo da interacéo entre os nanobastdes de ouro e ligantes

Fonte: SILVA, 2010.

3.3 Automontagem (Self-assembly) de nanoparticulas

O interesse atual em utilizar conjuntos de nanoparticulas metélicas é motivado pela
capacidade de explorar suas propriedades coletivas e a possibilidade de usa-las para
determinado propoésito. Assim, estes conjuntos de nanoparticulas podem ser usados para
melhorar as propriedades de alguns materiais (compdsitos, por exemplo), e eles também
podem permitir multiplas tarefas a serem realizadas simultaneamente ou em sequéncia (NIE;
PETUKHOVA; KUMACHEVA, 2010). O processo de self-assembly (automontagem) tem
sido utilizado como um método simples para construir superestruturas em escala nanomeétrica
com composicdes bem definidas e com propriedades diferenciadas. Estas novas propriedades
fisicas e/ou quimicas especiais poderdo ser utilizadas na otimizacdo de algumas analises
técnicas, tdo quanto apresentar novas aplicabilidades. Portanto, a automontagem tem sido

amplamente pesquisada e aplicada em muitos campos da ciéncia (XU et al., 2016).

A automontagem de nanoparticulas de ouro foi relatada pela primeira vez em 1996 por
Mirkin e Alivisatos, onde obtiveram estruturas automontadas a partir de nanoparticulas em
que suas superficies estavam funcionalizadas com oligonucleotideos tiolados. Esse sistema
automontado foi entdo utilizado na deteccdo de DNA (PRIYADARSHINI, 2017; MIRKIN,
ALIVISATOS, 1996; PRIYADARSHINI, 2017).

A interacdo destes ligantes especificos a superficie das nanoparticulas pode acontecer
por trés maneiras: i) por adsorcdo fisica, que ocorre por meio de interacdo eletrostatica ou
hidrofébica. E um processo rapido e evita a necessidade de um processo complexo de sintese.
No entanto, qualquer alteracdo nos parametros fisicos (pH, forca ibnica, temperatura etc.) do
sistema pode nédo favorecer o acomplamento do ligante a superficie da NP (TAN, 2010); ii)
por ligacdo covalente, é o tipo de interacdo mais utilizada. Esta baseia-se na forte interacdo de
da ligacédo entre os atomos de Au, presentes na superficie das nanoparticulas com os atomos

de enxofre presentes em uma das extremidades dos ligantes. Diante deste fato, um grande
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nimero de moléculas contendo tiol como alquiltiolatos, glutationa, xantatos, dissulfetos,
tioéteres, ditiocarbamatos tém sido utilizadas como ligantes na funcionalizacdo de
nanoparticulas de ouro (ZHAO et al, 2012) e; iii) por reconhecimento especifico, este método
baseia-se no principio da especificidade das moléculas do ligante para a molécula do analito
em questdo. Por exemplo, os NPS sdo marcados com anticorpos e usadas para a deteccéo da
molécula de antigeno correspondente (PRIY ADARSHINI, 2017).

A funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro com biopolimeros, por exemplo, é
empregada na construcdo de biossensores para a deteccdo de acidos nucléicos e proteinas.
Outro exemplo ¢é a funcionalizagdo dessas particulas com alcanotidis e
amidoferrocenilalcanotiol, que permite a identificacdo de grupos tais como as espécies H.PO4
e HSO4, em solugdo (RANGEL, 2009). Este processo de modificacdo da superficie das
nanoparticulas consiste na conjugacdo por uma molécula funcionalizante (ligante) de tal
forma que ela se ancora quimicamente a superficie da nanoparticula e a outra extremidade
permanece livre. E, os grupos funcionais livres da molécula podem, assim, ligar-se ou
interagir com uma molécula-alvo de interesse (PRI'YADARSHINI, 2017).

O processo de automontagem tem sido reconhecido como uma técnica auténtica e com
sinbnimo de garantia para obter nanoestruturas com excelentes propriedades, sejam aquelas
de naturezas organicas ou inorganicas. Estes nanomateriais podem ter dimensionalidades
distintas (1D, 2D ou 3D) originados a partir de interacGes especificas (SINGAMANENI et al.,
2011; KITCHING et al., 2013). Na literatura observa-se controvérsias relativamente a
distingdo entre automontagem (self-assembly) e auto-organizacdo. Contudo, muitos autores
defendem que a automontagem se refere as estruturas que geram sistemas quimicos em
equilibrio enquanto o termo auto-organizacdo descreve sistemas dindmicos multiestaveis
(GRUMEZESCU, 2016; KOTOV, 2017). No entanto, apesar de ja ter se tornado alvo de
discussGes por possuirem conceitos diferentes, os termos sao aplicados de maneira

indiscriminada no campo cientifico.

E possivel encontrar varias denominagdes para a automontagem. Segundo Whitesides
e Grzybowski, a automontagem € a organizagdo autbnoma de componentes em padrdes ou
estruturas sem intervencdo humana. J& para Palacin e Demadrill, trata-se de um processo
espontaneo e reversivel que redne em uma geometria definida, movendo aleatoriamente
corpos distintos através de forgas seletivas de ligagdo (HAGHI, 2013). Porém, Grumerzescu
(2016) define a automontagem como um processo onde os componentes de um sistema -

sejam moléculas, polimeros, particulas coloidais ou particulas macroscopicas - se organizam
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em estruturas ou padrdes ordenados e/ou funcionais como consequéncia de interagdes locais

especificas entre os préprios componentes, sem estimulo externo.

De modo geral, a automontagem descreve a interacdo espontanea das nanoparticulas
como blocos de construcdo em estruturas maiores com simetria bem definida e arquitetura
elaborada. O potencial de interacdo entre os blocos de construgdo tem origem diversa, mas a
forga motriz é alcancar o equilibrio termodindmico entre os mesmos através da minimizag&o
da energia livre (GROSCHEL; MULLER, 2015).

Como ja mencionando, o termo automontagem é bastante abrangente. Pode ser
utilizado para designar um sistema qualquer que se estrutura espontaneamente a partir de seus
componentes, formando estruturas moleculares ou supramoleculares. JA& o termo auto-
organizacdo pode ser considerado como uma parte inserida no conceito geral de
automontagem. Enquadrando-se, desta forma, como um processo de automontagem possuidor
de ordem definida, especifica e programada no tempo, analisando a estrutura no espago em
relacdo ao tempo. Para se obter um fendbmeno de auto-organizacdo € necessario que ocorra
uma interacdo entre as partes que constituem o sistema e uma integracao das interacfes para

enfim se gerar um comportamento coletivo.

E relevante considerar que um sistema, para ser denominado como gerado de um
processo de auto-organizacdo, ndo precisa necessariamente possuir uma periodicidade ou
regularidade, mas apenas um comportamento definido, ou seja, é necessario apenas que exista
anteriormente uma intencdo a organizacdo e que a mesma, de certa forma, se concretize,
mesmo que eventualmente sO possa ser explicada ap0s uma etapa de caracterizacao
(WHITESIDES; GRZYBOWSKI, 2002).

No contexto da escrita desta tese, os termos foram utilizados livremente seguindo o
uso sem censura considerando os termos como sindénimos quimicos, conforme aplicado na
literatura. Visto que, sdo termos com defini¢Oes que se tangenciam frequentemente, assim, foi

utilizada a expresséo automontagem de forma preferencial neste trabalho.

3.3.1 Tipos de processos de automontagem

Os processos de automontagem podem ser estaticos e dinamicos, sendo o Ultimo mais
complexo do que a primeiro, uma vez que a automontagem dindmica sO ocorre quando 0
sistema esta dissipando energia, tornando-o muito mais dificil de ser estudado e

compreendido. Em contrapartida a automontagem estatica, envolve sistemas que estdo em
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algum tipo de equilibrio, o que faz com que o estudo seja menos complexo (WHITESIDES;
GRZYBOWSKI, 2002; HAGHI, 2013).

Ressalta-se que, a automontagem pode ser observada em diferentes partes do
Universo. Embora a maioria do conhecimento atual adquirido seja referente a estudos
realizados em processos estaticos de automontagem, os grandes desafios e oportunidades
estdo direcionados a processos dindmicos. A maior justificativa para se estudar processos
dindmicos de automontagem é pelo fato deles serem a base dos processos vitais
(WHITESIDES; GRZYBOWSKI, 2002).

Em nivel molecular, os processos de automontagem estatica aparecem na formacéao da
bicamada lipidica, no emparelhamento das bases e na dobra de algumas proteinas. Revelando
a hierarquia de automontagem como um artifice fundamental para o funcionamento da célula.
Processos de automontagem também sdo comuns em sistemas ndo vivos, embora ndo sejam
tdo estudados e compreendidos como o0s presentes em sistemas vivos (WHITESIDES;
GRZYBOWSKI, 2002).

Em processos de automontagem dindmica, as interacGes para a formacdo entre as
estruturas s6 ocorrem sob dissipacdo de energia. Esses processos dependem ndo apenas da
energia fornecida momentaneamente, mas estdo sinergicamente relacionados ao meio em que
se encontram e as condi¢des reacionais. Sistemas submetidos a dindmica de competicdo e
difusdo em reacbes quimicas sdo geralmente mais complexos; células bioldgicas sdo
exemplos em que se pode observar este tipo de processo (SINGAMANENI et al., 2011;
HAGHI, 2013). Mas, é relevante considerar que o entendimento de sistemas de autoformacéo

dindmica ainda se encontra nos primeiros passos.

A dificuldade em estudar processos de automontagem é o fato de ser dificil avaliar ou
mesmo controlar todos os parametros que determinam o comportamento entre 0S
componentes do sistema e a intera¢do entre 0s mesmos. Por isso, € um desafio obter sistemas
automontados em que todos os parametros possam ser controlados ou avaliados
independentemente para uma melhor compreensdo e controle do processo e das propriedades
do sistema. Na Quimica, os primeiros estudos envolvendo processos de automontagem
tiveram inicio através das pesquisas realizadas na area da organica, onde buscou-se
compreender as interagdes entre as moléculas tais como polimeros e surfactantes, e no
decorrer dos anos, estes estudos foram se expandido para campos mais especificos: nas areas
da robotica, microeletrénica e nanociéncia, por exemplo (WHITESIDES; GRZYBOWSKI,
2002; LI; QlI, 2018).
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3.3.2. Caracteristicas gerais de processos de automontagem

A automontagem reflete a informacdo codificada de um grupo que carrega as
caracteristicas de cada componente em particular (massa, tamanho, forma, propriedades de
superficie, polarizabilidade, cargas, dipolo magnético, entre outras). O design dos
componentes e a forma como as unidades estdo se ordenando dentro dos padrdes desejados é
0 estopim dos estudos da automontagem (self-assembly).

Estas unidades de formacéo, também denominadas de blocos de construcgéo, precisam
se mover de forma a manter o equilibrio estacionario entre as forcas de repulsdo e atragédo
entre as mesmas (HAGHI, 2013). A automontagem molecular envolve interagdes covalentes
e/ou ndo covalentes (eletrostaticas, de van der Waals, de hidrogénio etc.). Em processos de
automontagem de unidades em escalas micro a macroscépicas, as interacfes podem ser
predefinidas e adaptadas. Tornando-se possivel incluir interacbes como atracao gravitacional,
campos eletromagnéticos, interacbes magnéticas, capilares e entrépicas (WHITESIDES;
GRZYBOWSKI, 2002; HAGHI, 2013).

E necessario que 0s componentes possuam pelo menos dois sitios de interacdo para
efetuar concretamente um processo de automontagem capaz de estabilizar as conexdes. Essas
interacdes podem conduzir a um sistema sob homomontagem ou heteromontagem. A
homomontagem acontece quando 0s componentes se associam entre si e a heteromontagem é
observada quando 0s componentes se associam entre outros componentes. Devido ao fato de
processos de automontagem necessitarem de mobilidade, estes ocorrem comumente em meios

liquidos ou em superficies maleaveis (HAGHI, 2013).

Enfatiza-se que, 0 meio no qual se origina o processo pode modificar as interagdes
entre as unidades, assim como, 0 uso de moldes e de agentes controladores em processos de
automontagem é importante porque reduz os defeitos e controla a formacdo das estruturas,
mas também pode acontecer em solugdo, por interface e assistida. O equilibrio € um fator
fundamental quando se deseja construir estruturas ordenadas. E necessario que haja uma
fronteira definida entre aglomeracdo e ndo aglomeracdo das unidades, ou que se tenha de
forma especificada e controlada a distancia entre as mesmas durante um processo de
aglomeracdo (HAGHI, 2013).

A maior justificativa para se estudar processos de automontagem é pelo fato deles
serem a base dos processos vitais. Em nivel molecular, os processos de automontagem

estatica aparecem na formacdo da bicamada lipidica, no emparelhamento das bases e na dobra
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de algumas proteinas revelando a hierarquia de automontagem como um artifice fundamental
para o funcionamento da célula (GROSCHEL; MULLER, 2015), de acordo exemplos

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Exemplos de processos de automontagem.

Referéncias

Sistema Tipo* Aplicacbes/importéancia
Cristais atdmicos, L .
. E Materiais, Optico-eletronicos
moleculares e idnicos
Camadas poliméricas
ibnicas e fase E Materiais, 6ptico-eletrdnicos
separada
Monocamadas auto- E M Microfabricagéo, sensores,
organizadas (MAOs) ’ nanoeletrénicos
Bicamadas lipidicas e
filmes pretos de E Biomembranas, emulsdes
lipideos
Cristais liquidos E Displays
Cristais coloidais E Peneira molecular, materiais band gap

Estruturas macro e EouD, o .
Circuitos eletrdnicos

mesoscopicas M
Automontagem ) )
) E,M Microfabricacdo
fluidica

Reacdes oscilantes e

o B OscilacGes bioldgicas
de difuséo
Colbnias de bactérias D,B OscilacGes bioldgicas
Enxames (formigas) e 3
] D,B Novos modelos de computacéo
cardumes (peixes)
Padrdes climaticos D Novos modelos de computagio
Sistemas solares D Novos modelos de computagdo
Galéxias D Novos modelos de computacdo

BALL, 2004

DE ROSA et al., 2000

AIZENBERG et al., 1999

JONES,; CHAPMAN,

1995

LOUDET et al., 2000
WHITESIDES, 2002

GRZYBOWSKI et al,
2001

SRINIVASAN et al., 2001

HESS, 2000

HESS, 2000

BONABEAU et al., 2000

BALL, 2004
WHITESIDES, 2002

WHITESIDES, 2002

* E, estatico; D, dindmico; M, molde; B, bioldgico

Fonte: adaptado de WHITESIDES, 2002.
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Contudo, os processos celulares podem ser classificados como de automontagem
dindmicos, pois a célula pode ser considerada como um pacote de rea¢es quimicas, que sdo
responsaveis por sensores ambientais que permitem a célula apresentar um dispositivo natural
com capacidade de adaptacdo, dissipacdo e autorreplicacdo energética. De fato, organismos
vivos transformam reacBes quimicas relativamente simples, num processo complexo de

automontagem.

Cabe lembrar, que processos de automontagem dinamicos também sdo comuns em
sistemas ndo vivos, por exemplo, reacdes oscilantes em solucdo, superficie de catalisadores,
células de Rayleigh Bernard, e padrdes obtidos em leitos fluidizados de particulas, assim
como células de tempestade na atmosfera sdo bons exemplos de padrdes de automontagem
dinamicos (WHITESIDES; GRZYBOWSKI, 2002).

3.3.3 Métodos de obtencéo de sistemas automontados de nanoparticulas

Nanoparticulas inorganicas (ou metélicas) possuem diversas aplicabilidades, podendo
ser utilizadas como catalisadores, sensores, marcadores forenses, células solares em
medicamentos entre outros (ZHANG et al, 2015). E com base em processos de automontagem
de nanoparticulas podem-se obter novos materiais tdo quanto gerar novas propriedades e/ou
aplicacdes. Isso acontece porque quando a interacdo entre as nanoparticulas ocorre, suas
propriedades individuais podem ser alteradas e, assim, podem surgir propriedades coletivas,
pois as mesmas estdo intrinsecamente ligadas as interacdes entre as particulas e por sua
organizacdo no meio (GRZELCZAK et al, 2010; GWO et al, 2016).

Um exemplo cléassico para demonstrar o quanto estas propriedades sofrem alteracGes
quando as nanoparticulas sofrem algum tipo de organizacao especifica, é efeito de ressonancia
plasménica de superficie localizada (da sigla em inglés, LSPR). Este é um fenémeno que
acontece em nanoparticulas metalicas que pode ser observado quando se obtém morfologias
diferentes, presenca de ligantes e/ou moléculas na superficie, diferenca no tamanho e na
organizacdo das nanoparticulas no meio reacional. De acordo com Santos e colaboradores
(2016), qualquer um desses tipos de mudanca, afeta o indice de refragdo proximo a superficie
do metal, mudando a frequéncia da LSPR e, em consequéncia, mudando seu espectro de

absorcéo, como pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Espectros de UV-Vis (A) e imagens de TEM (B, C, D, E) do processo de

automontagem de nanoesferas de Au em solucdo de aménia.
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Fonte: adaptado de YIN et al, 2014.

Neste estudo, Yin e colaboradores (2014) utilizaram nanoesferas de ouro como bloco
de construcdo em processo de automontagem, obtendo-se nanocorrentes de Au na presenca de
solucd de amdnia, demonstrando que a LSPR das nanoparticulas de Au podem ser melhoradas
quando ocorre o processo de automontagem (YIN et al, 2014). Diferentemente, Liu e
colaboradores (2017) utilizaram nanobastdes de Au revestidos por silica e que através de um
protocolo de automontagem simples e eficaz, obtiveram sistemas nanoestruturados bem
definidos (lado a lado e ponta a ponta), representados na Figura 13. Os pesquisadores,
também, estudaram as propriedades plasmonicas das nanoestruturas obtidas. Os resultados
experimentais indicaram que estes nanossistemas possuem estabilidade Optica, observada
através do estudo de LSPR como também podem ser utlizados em aplicacdo biomédica para

bioimagem in vivo e terapia fototérmica para cancer (L1U et al, 2017).

A interacdo controlada entre nanoparticulas também pode ser utilizada em processos
de fotocatalise conforme pode ser descrito no trabalho de Chen e colaboradores (2018) que
sintetizaram e automontaram nanoparticulas hibridas de Ag/ZnO pelo método de evaporagéo
de solventes para utilizar em processos de fotodegradacéo de agentes poluentes de agua, tendo
resultados positivos em que a atividade fotocatalitica foi aperfeicoada, principalmente, por

causa da estabilidade coloidal das nanoparticulas automontadas (CHEN et al, 2018).
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Figura 13. Evolucdo dos espectros UV-Vis da solugdo de nanobastes de Au durante o processo
de automontagem (@) ponta a ponta e (b) lado a lado. E imagens tipicas de TEM em diferentes
tipos de interacdo (b) e (c) automontagem do tipo ponta a ponta; e (e) e (f) automontagem do

tipo lado a lado.
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Fonte: adaptado de Liu et al, 2017.

3.3.3.1 Uso de biomoléculas como agentes funcionalizantes na superficie na nanoparticula

Na literatura é possivel encontrar diversos trabalhos sobre automontagem utilizando
diversas espécies quimicas — leia-se ligantes — para funcionalizar as superficies das
nanoparticulas, seguido do processo de automontagem. Para nanoparticulas de metais nobres
tais como as de ouro (Au), os agentes de ligacdo mais utilizados sdo aqueles que contém um
grupo tiol (-SH) em alguma das respectivas extremidades. Pois, esse tipo de ligante é
normalmente selecionado pela forte interacdo existente entre a superficie dos metais com o
enxofre, sendo o ouro um dos metais mais utilizados no momento para sintese de
nanoestruturas por processos de automontagem, seja pelas possiveis aplicagcdes que podem ser
oferecidas tdo quanto pela sua estabilidade quimica (HAKKINEN, 2012; XUE et al, 2014).

Na generalidade, os ligantes mais utilizados para estes processos sao biomoléculas, tais
como, proteinas, aminoacidos e filamentos da cadeia do DNA, devido & estabilizacdo das
estruturas formadas, porém, a utilizacdo de biomoleculas estd direcionada, principalmente, as
aplicacdes biomédicas, como por exemplo, na liberacdo de farmacos, na deteccdo de doencas,
entre outros processos bioldgicos e médicos. No tocante ao uso das biomoléculas como ligantes,

outro fator importante esta relacionado a reversibilidade do processo perante a funcionalizacéo,
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enquanto que os processos de funcionalizagdo de superficie com agentes que ndo sdo
biomoléculas tioladas sdo normalmente irreversiveis, caracteristica esta muitas vezes pouco
interessante para determinadas aplicacdes (CAO et al, 2012; CHEN et al, 2019).

Em 1996 foi reportado um trabalho pioneiro sobre a funcionalizagdo de nanoparticulas de
ouro utilizando biomoléculas. Mirkin e colaboradores (1996) “combinaram a quimica do DNA
com a quimica de materiais coloidais inorganicos”. Neste estudo, os tais pesquisadores
funcionalizaram a superficie de AuNPs com oligonucleotideos tiolados — e notou-se que estes
eram mais estaveis frente a temperaturas mais elevadas tdo quanto maior concentracdo de sal
quando comparados as nanoparticulas sem nenhum tipo de modificacdo (MIRKIN et al, 1996)
Ressalta-se que, este trabalho foi importante, pois serviu para a consolidacdo de processos de

automontagem de nanoparticulas utilizando oligonucleotideos aplicados nos tempos atuais.

Analogamente, Sutter e colaboradores (2019) também utilizaram DNA de cadeia simples
(ssDNA) tiolado, mas o método de automontagem foi diferente, como pode ser observado na

Figura 14.

Figura 14. (a) Estrutura do ssDNA utilizado para a funcionalizagdo da nanoparticula. De (b) a
(e) Espectroscopia UV-Vis e imagens de TEM das AuNPs-ssDNA em diferentes valores de pH,
(b) pH 7 (c) pH 3 (d) pH 2 e (e) pH 1. TEM das AuNPs-ssDNA seca de uma solucéo a (b’) pH 7,
(¢)pH3e(e)pH1
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Fonte: SUTTER et al, 2019.
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A ideia inicial do estudo foi monitorar o efeito da diminuicdo do pH em nanoparticulas de
ouro funcionalizadas com o ssSDNA dispersas em solugdes aquosas (SUTTER et al, 2019). Os
pesquisadores perceberam que a diminui¢cdo do valor do pH do meio favorece a aglomeracao das

nanoparticulas.

Notou-se que, as nanoparticulas de ouro ndo perderam a sua forma original. Esse resultado
foi interessante, pois quando as AuNPs ndo sdo funcionalizadas com o ssDNA e passaram pelo
mesmo processo de diminuicdo do pH do meio, estas acabaram se fusionando de forma
irreversivel. Neste trabalho, demonstra o uso de nanoparticulas como bloco de construcdo
funcionalizadas como alternativa na obteng&o de superredes com filamentos de DNA simples para

fins bioldgicos.

3.3.3.2 Evaporagéo de solventes

O uso da evaporacdo de solventes como processo de automontagem é um dos mais
remotos. Ressalta-se que, este método é simples, tornando-o preferivel por alguns cientistas.
Em linhas gerais, as nanoparticulas sdo transferidas para um solvente e gotejadas em um
substrato para posterior evaporacdo, e desta forma, as particulas tendem a organizar-se em
algum tipo de estrutura. Khanal e Zubarev (2007) obtiveram estruturas que denominaram
“anel-de-café” (forma circular) ao mergulhar o substrato em uma solucdo de nanobastfes

previamente transferidos para diclorometano.

Interessados neste processo de automontagem Yang e colaboradores, também,
testaram diferentes condigdes de evaporacdo de solventes para nanocubos de ouro e prata
(AU@AQgNCs). Eles foram gotejados em um substrato e deixados para secar a temperatura
ambiente durante trinta minutos e depois foram transferidos para uma camara de alta umidade
para que a agregacdo das nanoparticulas pudesse ser gradual e mais organizada (YANG et al,
2018). Apos a evaporacdo do solvente, os pesquisadores perceberam que além da forma “anel-de-

café” outra forma de organizacgdo das nanoparticulas tinha ocorrido.

Vale ressaltar que, outros estudos relataram que durante o processo de secagem as
nanoparticulas sofreram maior deslocamento quando na presenca de maior quantidade de
solvente. Especificadamente, neste caso o solvente age auxiliando na movimentacdo das
particulas, individuais ou ja agregadas, para formar uma estrutura bidimensional (LEE et al,
2017).
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3.3.3.3 Automontagem em suspenséo

Estes tipos de processos séo dificeis de serem acompanhado experimentalmente e seus
estudos sdo escassos na literatura. Wei e colaboradores (2016) desenvolveram um processo de
automontagem em forma de vesiculas a partir de AuNPs de diferentes tamanhos, realizado em
solucdo. Durante o experimento, 0s autores, primeiramente, sintetizaram um ligante fluorado
cujas extremidades continham o fragmento um grupo tiol. Em seguida, nanoparticulas de 15
nm foram adicionadas a solucdo do ligante em dioxano para a observacdo do comportamento

das particulas quando funcionalizadas com o ligante.

As imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) mostram que houve um
processo de automontagem em uma estrutura esférica utilizando nanoesferas de ouro, como
pode ser visto na Figura 15. Percebe-se, também, que ha um contraste entre as bordas da
esfera formada e seu centro. Esse comportamento causou ddvidas na equipe de pesquisadores,
0 que os incentivou a fazer outro tipo de analise, nesse caso, uma microtomografia eletrénica
de transmissédo (TEMT). Os resultados mostraram que as nanoestruturas automontadas eram
semelhantes a uma vesicula, uma estrutura oca cuja casca era formada por nanoesferas de
ouro (Figura 15b), esclarecendo por que existia a diferenca no contraste entre as bordas e o

centro da estrutura formada.

Figura 15. (a) Imagem de TEM da automontagem das nanoesferas e (b) imagem XY

digitalmente cortada aproximadamente no meio da vesicula formada pela automontagem

(a) (b)
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Fonte: WEI et al, 2016.

Diante desta perspectiva, estes estudiosos propuseram uma série de variagdes nos
parametros (diferentes tamanhos e proporcoes de nanoesferas, por exemplo) no sistema para

verificar o processo de automontagem, onde estes novos testes também tiveram 0s mesmos
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resultados dos experimentos anteriores, mostrando que a organizagdo das particulas é apenas
dependente da formacdo da vesicula pelas nanoparticulas menores e ndo das nanoparticulas
maiores (WEI et al, 2016).

3.3.3.4 Uso de moldes para inducdo de automontagem de nanoparticulas

Estudos utilizando algum tipo de molde como método para a automontagem sao quase
tdo populares na literatura quanto os processos utilizando biomoléculas como ligantes. E, na
maioria dos casos, a utilizacdo de moldes proporciona um maior controle no resultado final da
automontagem (GWO et al, 2016; YAN; WANG, 2017).

Esse processo pode ser exemplificado pelo o estudo feito por Kinnear e colaboradores
(2018) que demonstraram através da pesquisa uma maneira rapida de automontagem de
nanoparticulas de ouro utilizando um molde. O método foi chamado de Organizacdo Quimica
Dirigida (DCA), com o auxilio de um molde (template) feito normalmente de polimeros e as

nanoparticulas sdo adicionadas neste por meio de diferentes procedimentos.

Os pesquisadores utilizaram o método de criacdo de pocos, numa camada de
polimetilmetacrilato (PMMA) por meio de litografia por feixe de elétrons. Nesse modelo, o
interior do molde foi funcionalizado por agentes silanizantes contendo grupos funcionais
especificos. Foram utilizadas nanoparticulas a base de dois tipos de metais e dois tipos de
morfologias: nanoesferas e nanobastfes de ouro e nanoesferas de prata. Essas particulas
também foram funcionalizadas, sendo que as nanoesferas foram funcionalizadas com dois
tipos de fosfinas e os nanobastBes foram funcionalizados de forma mais elaborada, em dois
passos: inicialmente com a adicdo de um polimero para estabilizar as particulas e depois a
troca por um &cido carboxilico tiolado (KINNEAR et al, 2018).

As nanoesferas foram colocadas no molde por imersdo, como pode ser visto na Figura
16, durante diferentes tempos (de 30 s a 30 min) e 0s nanobastdes precisaram ser incubados
durante 24 h. Os autores estudaram diferentes varidveis para tentar descobrir a melhor

maneira de formar as estruturas automontadas (KINNEAR et al, 2018).
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Figura 16. (a) Processo de gravacdo dos pocos de 50 nm na camada de PMMA por meio de
litografia por feixe de elétrons. (b) Substrato é mergulhado em uma solucéo de nanoparticulas
de ouro, as nanoparticulas ndo interagem com o0 PMMA, mas através dos grupos amino
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Fonte: KINNEAR et al, 2018.

De acordo com os experimentos, Kinnear e colaboradores (2018) concluiram que
silanos, com bases de poliamina, tiveram melhores resultados e que moldes tiolados
resultaram em poucas nanoparticulas depositadas. Os nanobastdes que foram funcionalizados
com agentes tiolados também ndo tiveram resultados tdo bons quando comparados aos das
nanoesferas de ouro funcionalizadas com as fosfinas. A explicacdo para isso € atribuida pelas
poucas interacBes eletrostaticas atrativas entre as particulas e o substrato (KINNEAR et al,
2018). Nota-se que, as nanoparticulas de prata ndo tiveram resultados satisfatorios e os autores
explicam que isso provavelmente ocorre por causa da menor interagdo que existe entre aminas e a

prata. Tal interagdo é muito mais forte com o ouro.

3.3.4 AplicacGes de processos de automontagem

Processos de automontagem sdo interessantes porque oferecem um amplo campo de
estratégias para se montar dispositivos em escala micro e nanométrica, tudo sob condicbes

reacionais que podem ser alteradas para se obter o controle da morfologia e propriedades.

A automontagem de particulas coloidais sdo de grande interesse e tém muitas
aplicagdes, por exemplo, conjuntos coloidais poderiam melhorar as propriedades de
dispositivos fotbnicos, biossensores, materiais acustico, estruturas antirreflexivas,
nanomateriais hibridos, e, principalmente, em aplicacdes biomédicas. Nanoesferas de ouro

apresentam excelentes propriedades épticas e contudo, sdo utilizadas para tratamento do
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cancer (THORKELSSON et al, 2015; MIRZA; SHAMSHAD, 2013; LI et al, 2017) como
agentes fototérmicos mediante &s propriedades de ressonéncia plasmonica de superficie
apresentando bons resultados na reigdo do infravermelho proximo (HUANG et al, 2008; LI et
al, 2017). Pois, a automontagem destas nanoparticulas provoca uma mudanca colorimétrica
indicativa de que as nanoparticulas se agregam, podendo ser utilizadas como biossensores.
(ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018).

Assim como as nanoesferas, 0s nanobastfes de ouro, também sdo utilizados como
biossensores em aplicacdes biomédicas, como por exemplo, na deteccdo de virus da hepatite
do tipo B. E, devido a estes conjuntos de propriedades que estas nanoparticulas possuem,
muitos estudos e aplicagdes tem sido reportados (ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018).

Com o avanco da tecnologia a presenca de componentes estdo se tornando cada vez
menores devido a tendéncia da miniaturizacdo, que estd passando pela transicdo da
microfabricacdo para nanofabricacdo, porém é uma dificuldade evidenciada a producdo de
sistemas a nivel de dimensdo nanométrica. No entanto, nanoparticulas inorganicas, de um
modo geral, tém sido utilizada como sensores, no melhoramento de propriedades elétricas,
como semicondutores e transporte de energia (CHEN et al, 2013; THORKELSSON et al,
2015; ZHANG et al, 2015).

E importante frisar que, os métodos quimicos de sintese das nanoparticulas sio os mais
desenvolvidos para a produgdo de nanoestruturas como nanoesferas, nanobastfes, nanotubos,
nanofios, entre outras a base do método “de baixo para cima™. Os processos de automontagem sao
interessantes porque oferecem um amplo campo de estratégias para se montar dispositivos em
escala micro e nanomeétrica, tudo sob condigdes reacionais que podem ser alteradas para se obter o
controle da morfologia e propriedades (SILVA, 2010; YAN et al, 2017).

Fora dos limites dos processos de automontagem, segundo diversas areas da ciéncia
como a Fisica, Quimica e Biologia, estdo os sistemas em rede (computadores, sensores e
controladores), os quais funcionam por interacdo entre seus componentes através da insercdo
em uma configuragdo e fluxo funcional de bits. Este tipo de sistemas em rede possui um
funcionamento diferente dos aderidos aos processos definidos como automontagem, mas se

tangenciam aos conceitos que sao adequados ao ramo de arquitetura e design (SILVA, 2010).

Nota-se que, as aplicacdes de nanoparticulas via automontagem tém sido promissoras
em varias areas, desde estudos bioldgicos basicos até a deteccdo de espécies quimicas e

bioldgicas para testes de qualidade e seguranca alimentar, diagnosticos médicos (marcadores
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tumorais, hormonas) e monitorizacdo ambiental (por exemplo, elementos pesados).
Entretanto, produzir e arquitetar estruturas por automontagem é um dos grandes desafios da
nanotecnologia (MAYER, 2011).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Consideragdes iniciais

Para este trabalho de doutorado foram realizados trés grupos de experimentos: i)
sintese de nanoesferas de ouro em meio aquoso; ii) sintese de nanobastdes de ouro em meio
aquoso e; i) avaliacdo do processo de automontagem utilizando as nanoparticulas
sintetizadas. Todos os experimentos foram realizados nos laboratorios do Grupo de Catalise e
Reatividade Quimica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas (GCaR/IQB/UFAL). As caracteriza¢cdes das nanoparticulas, assim como dos sistemas
elaborados via self-assembly, também foram realizadas no laboratério do GCaR/IQB/UFAL, a
excecdo das andlises por Microscopia Eletrénica por Transmissdao (TEM) que foram
realizadas no Centro de Tecnologia do Nordeste (CETENE, Recife, PE).

4.2 Material, reagentes e solventes

Neste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes, com 0s respectivos graus de

pureza e procedéncia, conforme elencados na Tabela 3.

Tabela 3. Reagente e solventes utilizados na realiza¢ao dos experimentos

Reagentes/Solventes Procedéncia
HAUCI4.3H20, 99% Sigma - Aldrich
NaBH4, 98% Acros Organics
L(+)-4cido ascorbico P.A., 99% Vetec
Brometo cetiltrimetilaménio (CTAB), 99% Acros Organics
AgNQO3, > 99% Reagen
Citrato de sodio Sigma - Aldrich
Cisteamina (CYS) Sigma
Acido mercaptoacético (AMA) Sigma - Aldrich
N-hidroxissuccinimida (NHS) Sigma - Aldrich
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) Sigma - Aldrich
Agua deionizada Deionizador direct — Q3 millipore

Fonte: dados da pesquisa.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwirxYOdlPjWAhXCF5AKHR8JC3sQFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2F1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida&usg=AOvVaw0iPQaiKTkbm5JkpGrbn3Ig

60

Ressalta-se que todas as vidrarias foram tratadas com &gua régia e lavadas com agua e
detergente liquido e secas na estufa.

4.3 Preparo das solucfes reagentes

Preparo da solugdo estoque do precursor de ouro: A solucdo do precursor metalico de

ouro foi preparada com &cido tetraclorodurico tri-hidratado, HAuCl4.3H20 (25 mM), pela
dissolucdo de 1,000 g (2,54 mmol) do acido em 100 mL de agua deionizada. A solucdo é
degaseificada rapidamente por alto vacuo e estocada em um frasco de Schlenck sob atmosfera

inerte (argdnio), refrigerada e sob o abrigo da luz.

Preparo da solucdo de NaBH4: A solucdo aquosa do agente redutor, boro-hidreto de

sodio, NaBH4 (10 mM), foi utilizada imediatamente apds o preparo. Foi preparada pela

dissolucdo de 0,019 g (0,502 mmol) do composto em 50 mL de agua deionizada gelada.

Preparo da solugdo de &cido ascorbico: A solucdo aquosa de &cido ascorbico, CsHgOs

(79,64 mM), foi preparada e utilizada imediatamente. Dissolveu-se 0,277 g (1,573 mmol) do

composto em 20 mL de agua deionizada.

Preparo da solucdo de brometo cetiltrimetilamdnio (CTAB): A solucdo de CTAB na

concentracdo utilizada durante a sintese (0,20 M) foi preparada pela dissolugcdo de 0,729 g
(4,14 mmol) do composto em 10 mL de &gua deionizada. Essa solucdo encontra-se acima de
sua segunda concentracdao micelar critica e, para facilitar a dissolucao, aqueceu-se a solucédo a
cerca de 50 °C.

Preparo da solucdo de citrato de sédio: A solucdo aquosa de citrato trissodico, 3%

(m/v), foi preparada e utilizada imediatamente. Dissolveu-se 0,097 g (0,376 mmol) do
composto em 150 mL de &gua deionizada.

Preparo da solucdo de nitrato de prata: Dissolveu-se 0,034 g (0,2 mmol) de nitrato de

prata, AgNOs, em 50 mL de agua deionizada, gerando uma solu¢do com concentracdo de 4
mM.

Preparo da solucdo de cisteamina: Foi preparada pela dissolucdo de 0,038 g (0,5 m

mol) do composto em 1,0 mL de &gua deionizada, gerando uma solugdo com concentracéo de
0,5 M.
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Preparo da solucdo de &cido mercaptoacético: Foi preparada pela diluicdo de 35 pL

(0,065 mol) do composto em 1,0 mL de &gua deionizada, gerando uma solugcdo com

concentracédo de 0,5 M.

Preparo da solucdo de N-hidroxissuccinimida: Foi preparada pela dissolucédo de 0,057
g (0,5 mmol) do composto em 1,0 mL de &gua deionizada, gerando uma solugdo com
concentracédo de 0,5 M.

Preparo da solucéo de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida: Foi preparada pela

dissolucdo de 0,077g (0,5 mmol) do composto em 1,0 mL de agua deionizada, gerando uma

solug@o com concentracdo de 0,5 M.

4.4 Sinteses das nanoparticulas de ouro
4.4.1 Sintese de nanoesferas de ouro (AuNSs)

Nanoparticulas esféricas de ouro foram sintetizadas baseadas no método padrdo de
Turkevich (1951). Em um baldo de 250 mL foram adicionados 100 mL de uma solucgdo
aquosa de HAuCl4.3H20, 0,01% (m/v) até que a mesma entre em ebuli¢do. Depois, foram
adicionados 3,5 mL de uma solucdo aquosa de citrato trissédico, 1% (m/v) ao sistema sob
intensa agitacdo sob refluxo por mais 30 minutos. A adicdo do citrato de sddio promoveu a
mudanca de coloracdo da solucdo, passando de amarelo para vermelho escuro devido a
reducdo do Au** para Au® (TURKEVICH, J., STEVENSON, P. C., HILLERE, 1951).

4.4.2 Sintese de nanobastBes de ouro (AuNRS)

A metodologia de sintese dos nanobastGes de ouro adotada neste trabalho seguiu 0s
mecanismos desenvolvidos pelos grupos de El-Sayed (2003) e Murphy (2001). O método de
preparacdo de nanoparticulas mediado por semente possui a vantagem de oportunizar o
controle da razdo comprimento/espessura por modificagdes nas condi¢Oes reacionais como
temperatura, concentracdo do precursor metalico, do agente direcionador de crescimento, do
agente redutor, entre outros fatores (DA SILVA, 2010).

A etapa de nucleacdo ocorre durante a preparacdo da solugdo de particulas sementes
(seed), ou nucleos, que possuem dimensdes de 3,5 a 4,0 nm. E obtida a partir de fons de Au®*
provenientes do precursor metalico HAuCIl4.3H20, em presenca de um forte agente redutor, que

neste caso é o NaBH4. A solucdo semente é feita num sistema em agitagdo magnética branda
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62

em que uma solugdo de acido tetraclorodurico (100 uL, 1%) ¢ adicionada uma solucdo de
CTAB (2,5 mL; 0,20 M). Em seguida, uma solucdo aquosa gelada de NaBH4 (600 uL; 0,01
M) é adicionada a solugdo anterior de uma s6 vez. Nesse momento, observa-se a alteracdo de
cor da solucdo de amarelo para castanho escuro, conforme observado na ilustracdo da Figura
17, indicando a reducéo do precursor metalico, de Au®* para Au®. Essa solucéo ¢ deixada em

repouso durante duas horas.

Figura 17. llustracéo da fase de preparacao de sementes (seed) de ouro.

Solucgdo 1: Particulas sementes
Gold SEED particles
~3.9nm to 4.0nm

5.0X104MHAUCI4 600uL 0.01M

?6 0.20M CTAB Ice-Cold aq NaBH4

Fonte: DA SILVA, 2010.

Posteriormente, ocorre a preparacao da solucdo de crescimento que € obtida a partir de
fons de Au®* provenientes do mesmo precursor metalico, o HAUCl4.3H20, em presenca de um
fraco agente redutor, que neste caso é o acido ascorbico. Para tanto, uma solucdo de CTAB
(2,5 mL; 0,2 M) em agitacdo, foram adicionadas duas solu¢des aquosas, uma de &cido
tetraclorodurico (200 pL; 1%) e uma de nitrato de prata (150 uL; 0,004 M). Em seguida, foi
acrescentada uma solugdo de acido ascérbico (70 uL; 0,078 M). Nesse processo observa-se a
alteracdo da coloragdo da solugdo de marrom para transparente, indicando a reducdo do

precursor metalico, de Au®* para Au'*. Esta etapa pode ser visualizada na Figura 18.
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Figura 18. llustragdo da preparacgéo da solugédo de crescimento

Solugdo 2: Solugéo de crescimento

[

I

5.0x10* MHAuCI4 4 Ascorbic Acidia
) - 0.20M CTAB (Vitamin C) 5

AgNO, fac)

Fonte: DA SILVA, 2010.

Figura 19. llustragdo do processo de crescimento

Processo de Crescimento

Gold SEED particics
~ 35am to 4 fam

60 L SEED
particles
-

Growth
Solution

I
o

Fonte: DA SILVA, 2010.

A etapa de crescimento ocorre exatamente apds a adi¢do de particulas sementes na
solucdo de crescimento preparada (Figura 19). Nesta fase, a solucdo semente (60 pL) foi
adicionada a solucdo de crescimento como preparada acima, deixando em agitacao por apenas
dez segundos. A solucdo lentamente altera sua coloracdo (entre 10 e 20 min), passando de

incolor para marrom, indicando a formac&o de nanobastdes coloidais.
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4.5 Funcionalizagdo da superficie das nanoparticulas e interacao entre os sistemas

A funcionalizacdo das nanoparticulas sintetizadas foi feita com dois tipos de agentes
funcionalizantes; o acido mercaptoacético (AMA\) e a cisteamina (CYS), seguida da adicdo o
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-Hidroxissuccinimida (NHS), que
atuam como agentes de crosslinking (BART et al, 2009; MIRZA, SHAMSHAD, 2013;
NIMSE, 2014), levando a formacéao de fun¢des amida a partir das fungdes &cido carboxilico e
amino dos agentes funcionalizantes. A formacdo da ligacdo covalente C-N permitira a
interacdo entre as diferentes nanoparticulas no processo de heteromontagem, conforme pode

ser ilustrada na Figura 20.

Figura 20. llustracdo da reacao de automontagem entre as nanoparticulas de ouro
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Fonte: adaptado de BART et al 20009.
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Foram escolhidas quatro concentracdes distintas dos ligantes (AMA e CYS), tais

valores foram selecionados de acordo com observagdes de estudos prévios.

Em 4,0 mL da solucdo das nanoparticulas - previamente centrifugadas trés vezes a
13.500 rpm durante 15 minutos a temperatura de 25 °C - foi adicionado 1,0 mL da solucéo do
conector (AMA ou CYS) em diferentes concentragdes para o estudo (5,0x10™t M, 5,0x1072 M,
5,0x10* M, 5,0x10°® M). As solucdes coloidais modificadas com os conectores foram
monitoradas por aparelhos de UV-Vis e de DLS durante um intervalo de duas horas apds a

adicdo dos conectores.
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Ressalta-se que, antes da etapa da funcionalizagdo das nanoparticulas, os AuNRS
passaram por um processo de “lavagem” para que o excesso de moléculas do CTAB presente
no meio fossem retiradas, pois este surfactante empregado na sintese deve ser removido ou
substituido com ligantes e/ou moléculas de interesse (FERREIRA et al, 2017), obedecendo

rigorosamente o Procedimento 1 transcrito:

Procedimento 1 (“lavagem” dos AuNRS)

1. Uma aliquota de 10 mL da solucdo coloidal de AuNRs foi condicionada em um

tubo do tipo falcon;

2. Foi feita a centrifugacdo da solucdo a 13500 rpm, durantel5 min, a temperatura de
25 °C;

3. Retirou-se o sobrenadante;

4. O material retido foi redisperso em agua deionizada até completar o volume de 10

mL (no falcon);
5. Repetiu-se o processo de centrifugacdo por duas vezes (condicdes do item 2);

6. A solucdo apds as lavagens, foi redispersa em 5 mL de &dgua deionizada.

E importante destacar que, as AuNSs n&o passaram pelo Procedimento 1, uma vez que
as mesmas ficaram impregnadas “na parede” do tubo falcon, dificultando o processo de

lavagem e perda de material.

Apos esta etapa prévia, iniciou-se o processo de funcionalizagdo das nanoparticulas,

conforme apresentado no Procedimento 2:

Procedimento 2 (funcionalizacdo das nanoparticulas):

Para AuNR funcionalizada com AMA (AUNR@AMA)

1. 5 mL da solucdo (resultante do Procedimento 1) de AuNR (0,643 mM) foram
misturados com 1 mL da solucdo do ligante AMA (1 ml, 0,05 M);

2. Deixou-se em agitagdo branda num periodo de 2h, em temperatura ambiente;
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Passado este tempo, o sistema foi lavado (centrifugado);

Centrifugacdo a 13500 rpm, durante 15 min a temperatura a 25 °C;

Retirou-se o sobrenadante;

Redispersou-se as NPs em agua deionizada até completar o volume de 5 mL (no
falcon);

Repetiu-se o processo de centrifugacao;

A solucdo apos as lavagens, foi redispersa em 5 mL de agua deionizada.

Para AuNS funcionalizada com CYS (AuUNS@CYS)

1.

© o~ w DN

8.

5 mL da solu¢do de AuNS (0,5993 mM) foram misturados com 1 mL da solugéo
de CYS (1 ml, 0,05 M);

Deixou-se em agitacdo branda num periodo de 2h, em temperatura ambiente;
Passado este tempo, o sistema foi lavado (centrifugado);

Centrifugacdo a 13500 rpm, durante 15 min a temperatura a 25 °C;

Retirou-se o sobrenadante;

Redispersou-se as NPs em agua deionizada até completar o volume de 5 mL (no
falcon);

Repetiu-se 0 processo de centrifugacao;

A solucdo ap6s as lavagens, foi redispersa em 5 mL de agua deionizada.

Diante do exposto, seguiu-se um protocolo, Procedimento 3, para o processo de

formacdo da ligacdo amidica, consequentemente, a obtencdo de automontagem entre as

nanoparticulas deste projeto.

Procedimento 3:

1.

o & N

Apos 2 h do processo de funcionalizacdo, adicionou-se 1 mL da solugdo de EDC
(1 mL, 0,5 M) na solugdo de AUNR@AMA (resultante do Procedimento 2) e
deixou-se em agitacdo durante 30 min a temperatura ambiente;

Centrifugou-se a 13500 rpm, durante 15 min a temperatura de 25 °C;

Retirou-se o sobrenadante;

Redispersou-se em agua deionizada até completar o volume de 5 mL (no falcon);
Repetiu-se 0 processo de centrifugacao;
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6. A solugdo apds as lavagens, foi redispersa em 5 mL de 4gua deionizada;

7. Adicionou-se 1 mL da solugdo de NHS (1 mL, 0,5 M) neste sistema e deixou-se
em agitacdo a temperatura ambiente;

8. Repetiu-se as etapas 2 a 6;

9. Adicionou-se a solugdo de AUNS@CYS (resultante do Procedimento 2)

sequencialmente e deixou-se em agitacdo moderada a temperatura ambiente.

4.6 Técnicas de caracterizacao

As dispersbes coloidais e as nanoestruturas automontadas de nanoparticulas foram
caracterizadas por Espectroscopia de Absorcdo no Ultravioleta Visivel (UV-Vis),

Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) e Espalhamento de Luz (DLS).

4.6.1 Espectroscopia de Absor¢do no Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Todos o0s sistemas de nanoparticulas foram caracterizados através do
espectrofotdbmetro UV-3600 Plus, da Shimadzu, configurado para correcdo de baseline de
agua deionizada (como branco) e faixa de absorcdo de 400 a 1000 nm, utilizando cubetas de

quartzo com caminho dptico de 1,0 cm.

4.6.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM)

As analises por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) foram realizadas no
Centro de Tecnologia do Nordeste — CETENE, em um microscopio eletrénico de transmissédo
FEI, 200 kV, modelo Tecnai20, emissor LaBs ou W, mddulo EDAX, tomografia Xplore3D,
suporte de aquecimento controlado, resolucdo de ponto de 0,2 nm e de linha de 0,1 nm, com

magnificacdo de até 1 milhdo de vezes.

Para tal, as amostras foram preparadas despejando-se 2 pL da solucdo contendo as
nanoparticulas sobre uma grade de cobre (200 mesh) recoberta com filme de carbono. As
amostras foram deixas em dessecador por no minimo 72 h de antecedéncia antes da anélise

para gque o solvente fosse evaporado e depois mantidas em microtubo do tipo Eppendorf.
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4.6.3 Difracdo Dinamica da Luz (DLS)

As dispersdes coloidais assim como o0s sistemas via automontagem foram
caracterizadas por Difracdo Dinamica da Luz (DLS) através do equipamento Microtrac
Zetatrac 150 Particle Counter, séries S3000/S3500. Essa técnica que permite medir o tamanho
e a distribuicdo do tamanho das particulas dispersas em um liquido. A &gua deionizada foi

utilizada como branco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para este trabalho foi realizado um conjunto de experimentos de sintese de
nanoparticulas de ouro com diferentes morfologias (esfera e bastdo), bem como para
avaliacdo do processo de interacdo das nanoparticulas e de automontagem. Na producéo das
nanoparticulas foram empregados métodos de sinteses ja consolidados na literatura
(GRZELCZAK et al, 2010) e adaptados as condicGes do laboratorio (DA SILVA et al, 2013).
Para o estudo de automontagem, foram empregadas as seguintes condi¢des: i) nanoparticulas
de ouro com diferentes formas (esfera e bastao); e ii) diferentes concentracdes dos diferentes

ligantes utilizados no processo de funcionaliza¢do das NPs.

5.1 Sintese e caracterizacao das nanoparticulas de ouro

Os nanobastdes foram sintetizados mediante a metodologia de EI-Sayed e
colaboradores (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003) e adaptada por Meneghetti e
colaboradores (DA SILVA et al, 2013). Esta sintese da-se em dois estagios, o primeiro é a
formacdo de pequenas nanoparticulas quase esféricas de ouro, denominadas de sementes
(seeds) com diametro médio de 4,5 nm, j& 0 segundo estagio envolve o crescimento especifico
destas sementes na presenca de agentes direcionadores de crescimento, i.e. 0 brometo de
cetiltrimetilamdnio (CTAB), nitrato de prata (AgNO3) e acido ascorbico (CsHgOs), tudo em
meio aquoso. O CTAB é essencial para a sintese controlada em forma de nanobastfes, devido
ao fendmeno de ligacdo preferencial a determinadas facetas cristalinas dos bastbes em
crescimento (HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009; ALAALDIN et al, 2012;
FERREIRA et al, 2017). Além do papel exercido pelo CTAB, os ions Ag* sdo importantes no
controle da sintese, pois sua principal funcdo é aumentar a seletividade na producdo de
nanobastbes e reduzir a dispersdo de tamanho dos nanobastBes produzidos (HUANG,;
NERETINA; EL-SAYED, 2009; ALAALDIN et al, 2012; FERREIRA et al, 2017).

Ja 0 método de obtencdo de nanoesferas de ouro foi baseado na sintese de Tukervich
(TURKEVICH; STEVENSON; HILLERE, 1951). O processo de formacdo das nanoesferas
acontece com uma nucleacédo répida seguida de crescimento difusional controlado. Em suma,
a sintese se baseia na mistura do sal de ouro com o citrato de sédio em meio aquoso sob
refluxo, e uma vez formadas as AuNSs, obtém-se uma solucéo coloidal estavel de coloracédo
avermelhada. O citrato, neste caso, também atua como agente redutor e estabilizante (VILAIN
et al, 2007).
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A caracterizacdo de todos os sistemas coloidais e das AuNPs preparados deu-se
através de espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis), por
microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e por espalhamento de luz dindmico (DLS). As
nanoesferas de ouro apresentaram uma Unica banda de absorcdo plasmoénica na regido do
espectro visivel, em torno de 520 nm. Por outro lado, 0os nanobastdes exibiram duas bandas
tipicas de absorcdo, 520 e 790 nm, devido as possiveis ressonancias plasmonicas de superficie
(SPR) (ALAALDIN et al, 2012). A distancias entre as duas bandas de absorcdo plasmonicas
varia de acordo com sua razdo comprimento/largura (C/L) (FERREIRA et al, 2017; SANTOS

et al, 2016). Estas observacOes podem ser vistas nos espectros representados na Figura 21.

Figura 21. Espectros de UV-Vis caracteristicos de (a) nanoesferas e de (b) nanobastfes
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Fonte: dados da pesquisa

Para elucidar tal ponto, foi utilizada uma outra técnica para caracterizar as
nanoparticulas, A técnica de Microscopia Eletrdnica de Transmissao (TEM) foi utilizada para

a visualizagdo as nanoparticulas formadas e dispersas nos coloides.

As imagens por TEM das nanoparticulas podem ser visualizadas na Figura 22. Esta
visualizacdo mais detalhada da morfologia é confirmada com a formacdo de nanoesferas
(Figura 22a) e nanobastdes (Figura 22b), respectivamente. O tamanho médio dessas

nanoparticulas ¢ de 20 nm para as esferas e de 40 nm de comprimento e 11,35 nm de

espessura para os bastoes.



71

Figura 22. (a) Imagem TEM de nanoesferas com tamanho médio de 20 nm e (b) Imagem TEM

de nanobastBes de ouro com tamanho médio de 40 nm (comprimento) e 15 nm (largura).
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Fonte: dados da pesquisa

Para medir o tamanho médio das nanoparticulas no sistema coloidal foi utilizado

espalhamento de luz dinamico (DLS), conforme pode ser observado na Figura 23.

Figura 23. Histogramas de tamanho de particula por espalhamento de luz (DLS) das solugdes
contendo (a) AuNSs e (b) AUNRs
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Fonte: dados da pesquisa

Conforme apresentado na Figura 23, verificou-se que as nanoesferas e 0s nanobastfes
sintetizadas possuem diametro giro médio de 20 e 25 nm. respectivamente. Vale salientar que,
por DLS, no caso dos bastbes, é obtido um valor médio do tamanho (40 nm) e ndo um valor

para comprimento e outro para largura.

5.2 Estudo das concentracfes dos ligantes utilizados na funcionalizagdo das

nanoparticulas

Um dos principais desafios deste trabalho foi a determinacdo da concentragdo
adequada de ligantes (ou conectores) a ser empregada no processo de funcionalizacdo das
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nanoparticulas. Inicialmente, buscou-se empregar uma elevada concentracdo de conectores
para garantir a ampla funcionalizag8o da superficie das particulas. Contudo, foi observado que
0 emprego de uma concentracdo muito elevada de conector provocava o colapso do sistema
coloidal, i.e. a agregacdo nao controlada das particulas, o que levava a uma rapida formacéo
de um precipitado ou dissolu¢cdo das nanoparticulas (MIRZA; SHAMSHAD, 2013). Os
conectores utilizados neste experimento tém tuas estruturas quimicas representadas na Figura
24.

Figura 24. Representacdo das estruturas dos conectores
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Dessa forma, foi necessario realizar um estudo para encontrar a concentragdo “ideal”
de conectores para que as nanoparticulas tivessem sua funcionalizacdo garantida sem colapso

do sistema coloidal.

5.2.1 Estudos das concentragdes dos ligantes nas nanoesferas de ouro (AuNSs)
5.2.1.1 Concentragdes de acido mercaptoacético (AMA)

Conforme abordagem na se¢éo 5.2, foi adicionado 1,0 mL solugéo de AMA (5,0 x 1072
M) a 4,0 mL da solucdo de AuNSs. Apos alguns minutos de contato, foi possivel notar o
aparecimento de bolhas em solucdo e uma pequena variacdo na sua coloracdo, que foi
acentuando-se no decorrer do tempo. Ap6s 0 periodo de 2 h, percebeu-se que a solugédo
passou a ter uma coloragdo roxa, muito diferente da solugdo antes da adicdo do AMA, que
possuia coloracdo vermelha. Na Figura 25 é apresentada os espectros de UV-Vis das

nanoesferas funcionalizadas como o AMA durante o periodo de interagéo por 2h.
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Figura 25. Espectros de UV-Vis da solucdo de AuNSs funcionalizada com 1,0 mL de uma
solucdo de AMA 5,0x102M
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Fonte: dados da pesquisa

Com a analise da Figura 25, percebe-se que, ao ter adicionado a solucdo do conector
AMA a solucéo coloidal de AuNSs, os espectros de absorcdo apresentaram uma mudanca
significativa durante o periodo da andlise, como o aparecimento de uma nova banda no
espectro proximo a 700 nm. Este fato pode ser atribuido pela interacdo das moléculas do
ligante a superficie do ouro da nanoparticula, provocando um deslocamento para
comprimentos de ondas maiores (MIRZA; SHAMSHAD, 2013; FERREIRA et al, 2017).

Destaca-se que, a diminuicdo da absor¢do na banda original das nanoesferas
(representada na Figura 25 pela linha cor preto) pode ser atribuida pelo efeito diluicdo,
quando € adicionada a solucdo de AMA, ou pela formacdo de uma segunda banda, indicando
interacdo entre as nanoparticulas ja funcionalizadas e o aparecimento de nanoestruturas
(FERREIRA et al, 2017).

O efeito causado pela interacdo entre ligante-nanoparticula também foi avaliado por
técnica de DLS. Observou-se que, assim que foi adicionado a solucdo de conector (Figura
26b), um aumento no diametro aparente das nanoparticulas foi observado - sabendo que o

didmetro médio dos sistemas coloidais antes da adi¢ao dos ligantes foi de 20nm para AuNS e
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de 40 nm para AuNR (vide Figura 23) - o que pode ser verificado pelos histogramas do
acompanhamento na Figura 26. Esse aumento no didmetro das nanoparticulas pode ser
explicado pela interacdo que provavelmente ocorreu entre estas em solucdo, uma vez que as
nanoparticulas estando tdo proximas umas das outras que o aparelho de espalhamento de luz
acaba detectando este conjunto de nanoparticula como apenas um. Perante os demais
histogramas, percebe-se que o tamanho aparente das particulas em solucéo vai aumentando de
acordo com o tempo e torna-se praticamente constante ap6s duas horas da adi¢do do conector,

corroborando com os resultados de UV-Vis obtidos.

Figura 26. Histogramas de tamanho de particula por DLS ap6s a adi¢é@o da solu¢do de AMA 5,0
x 102 M a solucéo coloidal contendo AuNSs. (a) Padrédo (0 min), tempo de contato entre as
AUNSs e AMA a (b) 1 min, (c) 30 min, (d) 60 min e (e) 120 min.
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Os espectros de UV-Vis das outras concentragdes (5,0 x 104 M e 5,0 x 10° M) do

ligante AMA com as nanoesferas (vide Figura 27) mostram que estas menores concentragdes
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ndo influenciam para mudancas no espectro de forma significativa tdo quanto as moléculas do

conector ndo sdo suficientes para acoplarem na superficie das particulas.

Figura 27. Solucdo de AuNSs funcionalizadas com AMA a partir de 1,0 mL de solugdes com
concentracdo de (a) 5,0 x 10*M e (b) 5,0 x 10 M.
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5.2.1.2 Concentra¢es de cisteamina (CYS)

Os estudos com as concentracBes de CYS adicionadas as AuNSs também tiveram
tendéncias similares aos resultados realizados com AMA. Seguindo o protocolo da segéo 5.2,
foi adicionado 1,0 mL da solugdo de CYS com concentracdo de 5,0 x 102 M a 4 mL da
solucdo de AuNS, o sistema coloidal apresentou mudanca de coloracdo, passando do tom
vermelho para um tom azul escuro, que de acordo com a literatura disponivel, indica que
houve interacdo do conector com a particula, podendo até ocorrer aglomeracdo entre as
nanoparticulas (MIRZA; SHAMSHAD, 2013). Apoés as duas horas de acompanhamento pela
técnica de UV-Vis, observa-se que a coloracdo passa de avermelhada para azul escuro e em
seguida para roxo, indicando que 0 processo de interacdo entre as nanoparticulas continua em

andamento.

De forma similar ao observado quando da funcionalizagdo das AuNSs com AMA
(Figura 25), a adicdo de CYS (Figura 28) na solucdo das AuNSs, uma nova banda no espectro

de UV-Vis surgiu. Também, as analises obtidas pelo espalhamento de luz indicaram um
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aumento aparente do tamanho das nanoparticulas apés a adicdo das moléculas dos ligantes na

superficie daquelas.

Figura 28. Espectros de UV-Vis da solucdo de AuNSs funcionalizada com 1,0 mL de uma
solugdo de CYS 5,0x102M
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A interacdo entre ligante-nanoparticula também foi estudada através da anélise de
DLS. Observou-se que, assim que foi adicionado a solucdo de conector (Figura 29b),
aparentemente, ndo houve alteracdo significativa no diametro das nanoparticulas. Porém, no
decorrer da anélise (tempos de 30 e 60 min), o didmetro das nanoparticulas passa a aumentar
(vide histogramas das Figuras 29b, 29c e 29d) de tamanho. Esta atribuicdo, assim como para o
estudo das concentragdes do AMA com AuNSs, também pode ser explicados pela interagdo
que provavelmente ocorreu entre estas em solugdo. Outrossim, as nanoparticulas estando tdo
proximas umas das outras que o aparelho de espalhamento de luz acaba detectando este

conjunto de nanoparticula como apenas um.

Assim como observado nos experimentos com AMA (Figura 27) quando também as
concentragdes menores (5,0 x 104 M e 5,0 x 10 M) de CYS foram empregadas, as mudancas

nos espectros de UV-Vis foram menos pronunciadas quando do emprego da concentragéo de
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5,0 x 10* M e nio significativa quando do emprego da concentragio de 5,0 x 10° M de AMA.
Essa elucidacéo pode ser vista na Figura 30.

Figura 29. Histogramas de tamanho de particula por DLS ap06s a adi¢do da solucao de CYS 5,0 x
102M a solucéo coloidal contendo AuNSs. (a) Padrdo (0 min), tempo de contato entre AuNS e
CYSa (b) 1 min, (c) 30 min, (d) 60 min e (e) 120 min.
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Figura 30. Espectros de UV-vis de solugbes coloidais de AuNSs funcionalizadas com 1,0 mL de
CYS nas concentragdes de (a) 5,0 x 10*M e (b) 5,0 x 10°M
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5.2.2 Estudos das concentragdes dos ligantes nos nanobastdes (AuUNRS)

Ressalta-se que, para estes estudos, seguiram-se 0s mesmos protocolos adotados nos
estudos das concentracdes dos ligantes nas solucdes contendo AuNSs descritos na secdo
5.2.1.

5.2.2.1 Concentragdes de acido mercaptoacético (AMA)

Foi adicionado 1,0 mL da solugido de AMA com concentra¢do de 5,0 x 102 M a 4,0
mL da solucdo de AuNR. Apds esta mistura, ndo foi observada mudanca significativa na
coloracédo da solucdo dos nanobastdes, tdo quanto nos respectivos espectros de absorcdo de
UV-Vis. Como esperado, ndo houve mudangas significativas quando da adicdo das solucGes
de AMA com concentragdo 5,0 x 10* e 5 x 10°® M a solugbes dos nanobastdes, conforme

pode ser observado na Figura 31.
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Figura 31. Espectros de UV-Vis das solucdes contendo AuNRs funcionalizadas com AMA 1,0
mL nas concentragdes de (a) 5,0 x 102 M, (b) 5,0 x 10* M e (c) 5,0 x 10° M.
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Nota-se que a Unica mudanca reside na diminuicdo da absorbancia dos espectros
caracteristicos de solugdes coloidais contendo AuNRs, mas, como mencionado, este
fendmeno pode ser explicado pelo efeito da diluicdo quando foi adicionado a solugédo de

conector a solucdo destas nanoparticulas (FERREIRA et al, 2017).

Diante do exposto, foi feito um estudo com concentragdo de AMA de 5 x 101 M,
como pode ser observado na Figura 32. Percebe-se a distingdo na mudanga dos espectros da
solugédo de AuNRs funcionalizados quando do uso desta concentracdo de AMA como solucgéo
estoque. Nessa condigdo de contracdo mais elevada de AMA no meio, 0 espectro de absorgédo
tipico de uma solucdo coloidal contendo AuNRs ndo se observa. E, como esperado, a
coloracdo da solucdo alterou-se significativamente, passando do marrom caracteristico para

um roxo claro (FERREIRA et al, 2017).

Também, a interacdo entre ligante-nanoparticula foi estudada através da anélise de

DLS (Figura 33). Pela analise dos resultados, pondera-se que, transcorridos duas horas apos a
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adicdo da solucdo de conector AMA (Figura 33d), o diametro aparente da nanoparticula
comecou a aumentar. Esse aumento aparente deve estar ocorrendo devido a desestablicdo do
sistema coloidal, visto que o AMA em si ndo é uma bom agente establizante como o0 CTAB
gue com essa alta concentracdo de ter sido majoritariamente substituido por moléculas de
AMA.

Figura 32. Espectros de UV-Vis da solugdo contendo AuNRs funcionalizadas com a solucéo de
AMA5,0x 10t M
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Figura 33. Histogramas de tamanho de particula por DLS ap6s a adi¢é@o da solu¢do de AMA 5,0

x 101 M a solucéo coloidal contendo AuNRs.(a) Padrdo (0 min) tempo de contato entre AuNR e
AMA (b) 1 min, (c) 30 min, (d) 60 min e (¢) 120 min.
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5.2.2.2 Concentrages de cisteamina (CYS)

Os estudos de funcionalizacdo com diferentes concentragdes da CYS em sistemas

coloidais contendo AuNRs mostraram que a baixas concentragdes, ndo se observam

mudangas significativas nos espectros da absor¢do na regido do UV-Vis (Figura 34).

Entretanto, a partir de concentragdes de CYS de 5 x 10 M (Figura 35), observa-se um

deslocamento nos valores de absor¢do maximo. Ha4 um deslocamento na banda com absorcao

% Channel
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maxima proximo a 520 nm para valores de maior comprimentos de onda, indicando possivel
interacdo entre as nanoparticulas (FERREIRA et al, 2017). Esse fato é também confirmado
pela mudanca da coloracdo da solucdo que passa do marrom caracteristico para um tom de

roxo.

Figura 34. Espectros de UV-Vis das solu¢des contendo AuNRs funcionalizados com 1,0 mL de
uma solucdo de CYS com concentragdo de (a) 5,0 x 102 M, (b) 5,0 x 10*M e (c) 5,0x 10° M
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Figura 35. Espectros de UV-Vis das AuUNRs funcionalizadas com a solugédo de CYS 5,0x10'M
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Figura 36. Histogramas de tamanho de particula por apds a adicdo da solucdo de CYS 5,0 x 10*
M a solucgdo coloidal contendo AuNRs. (a) Padréo (0 min), tempo de contato entre AUNR e CYS
(b) 1 min, (c) 30 min, (d) 60 min e (e) 120 min.
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A partir dos resultados obtidos pela analise do espalhamento de luz (Figura 36),
cogita-se que, transcorrido o tempo de contato entre os bastdes e a solucdo de conector CY'S,
o didmetro aparente da nanoparticula comegou a aumentar, induzindo uma agregacéo entre as

particulas.

Em suma, comparando os sistemas contendo AuNSs e AuNRs, pode-se afirmar que o
sistema coloidal AuNSs necessita de uma menor concentragdo de AMA ou CYS para
modificagdes serem detectadas. Isso pode estar relacionado com a natureza do agente
estabilizante ja presente sobre as nanoparticulas, neste caso, citrato sobre as AUNSs e CTAB
sobre 0os AuNRs. O citrato € uma molécula pequena em comparacdo ao CTAB, assim poucas
substituicdes dos agentes estabilizantes por agentes funcionalizantes podem desestabilizar o

sistema.

Portanto, os melhores resultados de concentracdo para serem utilizados na

funcionalizagdo das nanoparticulas foram:

Tabela 4. Concentragdes ideais dos conectores para funcionalizagdo das nanoparticulas

Nanoparticula AMA CYS
AUNS 0,056 M 0,05 M
AuNR 0,50 M 0,50 M

Fonte: dados da pesquisa

A partir destes resultados, pode-se dar continuidade ao trabalho para os processos de
automontagem, com énfase na busca de melhores condi¢Ges e/ou estratégias para proceder a
reacdo de conexdo (leia-se, self-assembly) entre as particulas, ou seja, formacao da ligacao C-

N, com formacéo da amida.

5.3 Automontagem das nanoparticulas

Ap0s determinagdo das concentracOes ideais dos conectores para funcionalizacdo das
nanoparticulas, estratégias foram planejadas a fim de permitir a interacdo controlada entre as
particulas com diferentes agentes funcionalizantes e assim se obter sistemas nanoestruturados

via automontagem de modo organizado e controlado. Contudo, um processo de
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automontagem conta com muitas variaveis que podem influenciar o processo principalmente
se buscarmos observar efeitos da automontagem de particulas em fase liquida e em fase sélida
(apds secagem do solvente). A seguir, algumas das condi¢cdes empregadas para a geracao de

sistemas automontados a partir da interacdo seletiva entre AUNSs e AuNRs.

5.3.1 Sem adicdo dos agentes de crosslinking
Sistema 1: AuNS@AMA / AUNR@CYS

Neste estudo buscou-se investigar as interacdes entre particulas ja tratadas com
diferentes conectores sem a adicdo dos agentes de crosslinking. Contudo, ressalta-se que,
mesmo na auséncia dos agentes de crosslinking, as particulas, na mistura, ja funcionalizadas,
poderdo interagir entre si. Ressalta-se que 0s nanobastdes de ouro (AuUNRS) antes da etapa da
funcionalizacdo, passaram pelos Procedimentos 1 e 2 descritos na subsecdo 4.5, ja as

nanoesferas de ouro (AuNRs) apenas pelo Procedimento 2.

Nesse sistema, as AuNSs sdo funcionalizadas com o ligante acido mercaptoacético
(AUNS@AMA) e os AuNRs sao funcionalizados com o ligante cisteamina (AUNR@CY'S).
Apbs 2 h do processo da etapa de funcionalizacdo, os coloides foram misturados, deixando
em leve agitacdo durante 24 h. No decurso deste periodo, houve monitoramento do sistema
por analises de espectroscopia na regido do ultravioleta até o infravermelho préximo e DLS.
A espectroscopia Optica mostra que as nanoparticulas tiveram as bandas de absor¢do
alteradas. 1sso mostra que houve algum tipo de interacéo, visto que se observa uma mudanca

significativa as absorc¢des dos plasmons de superficie (Figura 37) (GUZEL et al, 2010).
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Figura 37. Espectros de UV-Vis da simples mistura de AUNS@AMA / AUNR@CYS (Sistema 1).
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Observa-se que a mistura entre os dois grupos de nanoparticulas funcionalizadas gerou

um deslocamento para comprimentos de onda maiores, monitorado durante 24 h, o que

corrobora quando uma nanoparticula tem a superficie modificada. Nota-se que, ressonancia

plasménica da superficie muda para energias mais baixas, provavelmente devido a formacao
de agregados (NANOCOMPOSIX, 2019). A mistura AUNS@AMA - AUNR@CYS (Sistema
1) foi também analisada por DLS, sendo confirmada a formacdo de agregados em suspensdo
(BINGHAM et al, 2009). Estes resultados podem ser vistos na Figura 38.

Nota-se que ha tamanhos bem diferentes durante os diferentes periodos da analise, no

intervalo de 1 mim (Figura 38a) a 60 min (Figura 38c), mostrando que h& a formacdo de

agregados com tamanhos crescentes. Em contrapartida, no intervalo de 120 min (Figura 38d)

a 24h (Figura 38g), o tamanho destes sistemas diminui provavelmente a precipitacdo dos

aglomerados maiores, deixando apenas 0s agregados menores em suspensao.
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Figura 38. Acompanhamento por DLS da simples mistura de AUNS@AMA - AUNR@CYS
(Sistema 1). a) 1 min, (b) 30 min, (c) 60 min, (d) 120 min, (¢) 180 min, (f) 240 mine (g) 24 h
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E importante referir que o sistema teve sua cor alterada durante o periodo de analises.
No inicio do estudo (1 min — Figura 39a) a cor da solugdo era uma tonalidade roxo claro,
passando-se 24 h (Figura 39b), o sistema passou a ter um tom cinza claro, apresentando a
formagéo de um precipitado.
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Figura 39. Imagens da solucéo coloidal do Sistema 1 (AuNRs-CYS/AuNSs-AMA) no inicio do

processo (a) 1 min e (b) apds 24h

Fonte: dados da pesquisa

Com o proposito verificar o arranjo dessas nanoparticulas ap6s evaporacdo do
solvente, analises de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) foram realizadas (Figura
40).

Figura 40. Imagens de TEM das nanoparticulas presentes na mistura AUNS@AMA /
AUuNR@CYS (Sistema 1)

Fonte: dados da pesquisa

Pelas imagems de TEM da Figura 40 pode-se verificar que a partir da suspensdo nao
se obtem um numero de nanoparticulas que possam ser avaliadas. Isso porque boa parte do
sistema precipitou, impedindo adeteccdo de nanoparticulas em interacdo controlada. Outro
fator que deve-se observar € 0 modo de preparo da amostra para a analise de TEM, pois essa

sempre pode influenciar a maneira com que as particulas se arranjam durante a secagem.
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Sistema 2: AuUNS@CYS/ AuNR@AMA

Em comparagdo ao Sistema 1, no Sistema 2 temos uma alternancia dos agentes de
funcionalizacdo. No Sistema 2 as AuNSs sdo tratadas com CYS e os AuNRs tratados com
AMA. Da mesma forma que no Sistema 1, foi feita apenas a mistura dos coloides contendo as

particulas funcionalizadas, sem a adi¢do dos agentes de crosslinking EDC e NHS.

Apos 2 h do inicio do processo de funcionalizacdo das particulas, realizou-se a mistura
destes dois coloides e deixou-se o sistema em agitacdo durante 24 h. Durante este periodo,
houve monitoramento do sistema, analisando-o por espectroscopia na regido do ultravioleta

até o infravermelho préximo e por DLS.

Os espectros de UV-Vis e infravermelho proximo das misturas, Sistema 2:
AUNS@CYS e AUNR@AMA, das solugbes coloidais dos dois grupos de nanoparticulas
funcionalizadas, com rela¢do ao tempo, sdo apresentados na Figura 41. Percebe-se que nédo
houve mudancas nos espectros de absorcdo do Sistema 2 de forma significativa como o

tempo.

Figura 41. Espectros de UV-Vis da simples mistura de AUNS@CYS / AUNR@AMA (Sistema 2).
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Também, diferentemente do Sistema 1, o Sistema 2 ndo teve a coloracdo alterada
durante o curso da andlise. Consoante a Figura 43, a cor da solucdo coloidal foi marrom desde
o0 inicio do experimento (1 min) até fim do mesmo (24 h) e, em nenhum momento dentro do
periodo analisado, observou-se a formacao de precipitado.

Figura 42. Acompanhamento por DLS da simples mistura de AUNS@CYS / AUNR@AMA
(Sistema 2). a) com 1 min, (b) 30 min, (c) 60 min, (d) 120 min, (e) 180 min, (f) 240 mine (g) 24 h
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O tamanho médio hidrodindmico das particulas presentes na mistura AUNS@CYS /
AUNR@AMA (Sistema 2), obtido por andlise de DLS, em relacdo ao tempo, € mostrado na
Figura 42. O Sistema 2 contém particulas com tamanho médio de 10 nm, tamanhos estes

estranhamente inferiores aos tamanhos das nanoparticulas utilizadas antes da funcionalizacéo.

Figura 43. Imagens da solucdo coloidal do Sistema 2 no inicio do processo (a) 1 min e (b) ap6s
24h

Fonte: dados da pesquisa

Com o intuito de verificar se houve a interagdo seletiva interparticulas em meio seco,
foi realizada a analise por TEM de uma aliquota previamente seca da solucdo coloidal do
Sistema 2 (Figura 44).

Figura 44. Imagens TEM das nanoparticulas presentes no Sistema 2

- (b

100 nm

Fonte: dados da pesquisa

Nas imagens obtidas das NPs através da técnica de TEM pode-se observar agregados
de NPs. Em linhas gerais, ndo foi observada uma automontagem seletiva entre as NPs (Figura
44).
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5.3.2. Com adigao dos agentes de crosslinking nas misturas AUNRs e AuNSs funcionalizadas

Na literatura sdo descritos alguns trabalhos sobre reacdes de automontagem entre
AUNPs com o emprego de variados ligantes para funcionalizar a superficie das mesmas. Por
exemplo, &cidos carboxilicos, alcoois, hidratos de carbono, polimeros, aminoécidos, acidos
nucleicos, peptideos e proteinas etc (BIJU, 2014; FERREIRA et al, 2017). AuNPs contendo
as funcbes acido carboxilico (-COOH) e tiol (-SH) podem ser conjugados com qualquer
acido, peptideo, proteina, anticorpo ou outra NP que possua um grupo amino primario ou
secundario em sua superficie, desde que se utilize um agente de ligacdo — carbodiimida — para
que ocorra a reacdo quimica de acoplamento entre as partes (BIJU, 2014). Esta reacdo &,
também, chamada de crosslinking, e os agentes mais utilizados para estes processos sao 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (BART et al, 2009; MIRZA, SHAMSHAD,
2013; NIMSE, 2014; B1JU, 2014).

Sistema 3: AUNS@CYS/ AuNR@AMA + EDC

Neste estudo buscou-se conjugar as nanoparticulas funcionalizadas com os respectivos
ligantes utilizando o agente de crosslinking EDC. Ressalta-se que as AuNSs passaram apenas
pelo Procedimento 2. JA& os AuNRs antes da etapa da funcionalizacdo passaram pelos
Procedimento 1, antes do Procedimento 2 e Procedimento 3. Estes procedimentos estdo

detalhados na subsecéo 4.5.

Ao coloide AUNR@AMA, adicionou-se o agente de crosslinking EDC, ap6s 30 min,
fez-se a mistura dos sistemas com a adicdo do sistema coloidal AUNS@CYS sobre a solucéo
AUNR@AMA + EDC, deixando-se a mistura em leve agitagdo por 24 h. Durante este
periodo, houve monitoramento do sistema, analisando-o por espectroscopia Optica, conforme

mostrado na Figura 45.

Frente aos resultados apresentados na Figura 45, percebe-se que houve apenas sutis
mudangas nos espectros de absorcdo do Sistema 3, no periodo de 24 h. Isso indica que nao
houve grandes alteragdes nas interagdes das NPs presentes no sistema, o que pode indicar que
ndo esta havendo processos de aglomeragdo ou de automontagem controlada. Corroborando
com isso, a solucdo coloidal do Sistema 3 ndo teve sua cor alterada durante o periodo de
analises (24 h), esta permaneceu uniforme e sem a formacéo de preciptado (Figura 46).
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Figura 45. Espectros de UV-Vis do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC, Sistema 3. Os

espectros de absorbancia tém seus valores normalizados.
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Figura 46. Imagens da solugéo coloidal do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC (Sistema

3) no inicio do processo (a) 1 min e (b) ap6s 24h

Fonte: dados da pesquisa

As andlises de DLS (Figura 47) mostram que o tamanho hidrodindmico das particulas
desse sistema tende a ficaram maiores com o tempo (de 100 a 800 nm nas primeiras horas), o

que podem sinalizar alguma interagcéo no decorrer do tempo.

Para comprovar a formagdo do sistema automontado e corroborar com as demais

técnicas realizadas, imagens de Microscopia Eletronica de Transmiss@o foram obtidas.

A Figura 48 mostra imagens de TEM das particulas contidas no Sistema 3. Os
aglomerados de NPs ndo estdo organizados de forma seletiva. Outro fato que se destaca nas
imagens é a predominancia de AuNRs. Isso pode estar relacionado, em boa parte, a um
processo de lavagem das AuNSs (no Procedimento 2), e assim, tendo poucas nanoesferas para

a reacdo de acoplamento.
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Figura 47. Acompanhamento por DLS do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC, Sistema
3. a) com 1 min, (b) 30 min, (¢c) 60 min, (d) 120 min, (e) 180 min, (f) 240 mine (g) 24 h
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Figura 48. Imagens TEM das nanoparticulas presentes no Sistema 3

100 nm 100 nm

Fonte: dados da pesquisa

Sistema 4: AUNS@AMA + EDC / AUNR@CYS

Uma outra condicdo analoga ao Sistema 3 foi realizada. Nesta, houve a troca dos
ligantes entre as nanoparticulas perante ao processo de funcionalizacdo, ou seja, as
nanoesferas foram funcionalizas com 0 AMA (AuNS@AMA, seguido da adicdo do EDC para
posterior reacdo de acoplamento) e os nanobastdes com a CYS (AuUNR@CYS). Enfatiza-se
que todas as condicOes experimentais durante este processo foram iguais ao anterior, apenas
houve inversdo dos agentes de funcionalizacdo sobre as nanoparticulas. Os espectros de UV-

Vis deste sistema, com relacdo ao tempo, sdo apresentados na Figura 49.

Via monitoramento por espectroscopia Optica, observou-se uma diminui¢do da
intensidade da absorbancia e leve deslocamento da banda de absor¢do préxima a 720 nm e o
surgimento de uma segunda banda de absor¢cdo durante o processo, indicando que houve
alguma interacdo entre os grupos de nanoparticulas ou a obtencdo do sistema por
automontagem. E sugerido que deslocamento da segunda banda de absorcdo para a direita
(red-shift) esta relacionado com o aumento do indice de refracdo do ambiente circundante ao
das AuNPs (ABBAS et al, 2012; FERREIRA et al, 2017).

Também analisou a evolugdo com o tempo do Sistema 4 pela técnica de DLS com o

objetivo de avaliar o tamanho médio de raio de giro deste sistema (Figura 50).

Os tamanhos apresentados séo bem diferentes e oscilam durante 0 acompanhamento
da reacdo. Nos primeiros tempos de analises, por exemplo, 1 min (Figura 50a) e 30 min
(Figura 50b) s&o bem grandes. Estes resultados do espalhamento de luz corroboram com o

deslocamento do espectro, pois, durante o0 experimento, o didmetro aparente das
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nanoparticulas em solugdo aumentou. Nos demais tempos, os tamanhos dos sistemas sdo bem
discrepantes. Importa referir dois fatores: i) a presenca de agregados pode afetar o espectro de
dispersdo do sistema alterando os resultados (BINGHAM et al, 2009) e; ii) apesar do EDC
favorecer a formacdo da ligacdo amidica na reacdo de acoplamente, este agente durante o
crosslinking reage com os grupos carboxilicos (do AMA) e forma um intermediério instavel,
0 O-acylisourea, que é insoltvel e sofre reacdo de hidrélise em solugdes aquosas (LI et al,
2007; VALEUR; BRADLEY, 2009; THERMOFISHER, 2012; STONES et al, 2015;
BUGIEL et al, 2015).

Figura 49. Espectros de UV-Vis do sistema AUNS@AMA + EDC / AUNR@CYS, Sistema 4. Os

valores das absorbancias foram normalizados.
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Fonte: dados da pesquisa

Na solucéo coloidal do Sistema 4 percebeu-se a formacdo de um precipitado desde
inicio do monitoramento, 1 min (Figura 51a). Nota-se que a cor do sistema permanece a
mesma até 24 h. Na Figura 51b o sistema foi agitado, porém o precipitado depositou-se

lentamente depois de alguns segudos.

O precipitado formado neste sistema pode ser oriundo da reagdo de hidrolise ou a
origem da agregacdo (seletiva ou aleatdria) das NPs. Para fins, foram realizadas anélises de

TEM, sendo que as imagens obtidas podem ser visualizadas na Figura 52.
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Por essa analise, é possivel notar que, diferentemente ao Sistema 3, a presenca de
AUNSs e AuNRs. Neste caso, apesar da condicdo mostrado ainda ndo ser a ideal, pode-se
observar mais interacGes entre AUNRS e AuNSs. (YANG; CUI, 2008; HUANG; NERETINA,;
EL-SAYED, 2009; FERREIRA et al, 2017).

Figura 50. Acompanhamento por DLS do sistema AUNS@AMA + EDC / AUNR@CYS, Sistema
4. a) 1 min, (b) 30 min, (c) 60 min, (d) 120 min, (¢) 180 min, (f) 240 mine (g) 24 h
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Figura 51. Imagens da solugéo coloidal do sistema AUNS@AMA + EDC / AUNR@CYS, Sistema

4, no inicio do processo (a) 1 min e (b) apos 24h

Fonte: dados da pesquisa

Figura 52. Imagens TEM das nanoparticulas presentes no Sistema 4
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Fonte: dados da pesquisa

A reacdo da formacdo de amida, obtida atraves do processo de crosslinking,
normalmente tem resultados mais promissores, cerca de 95% de rendimento, se ndao houver
agua no meio reacional. Porém, a existéncia de agua na reacdo favorece a hidrélise do
composto intermediario do EDC impossibilitando a formacédo da ligacdo carbono-nitrogénio e
assim, o rendimento é considerado desprezivel ou poderd ndo haver formacdo da ligacdo
amidica (MIRZA, SHAMSHAD, 2013). Logo, é comum utilizar um agente estabilizante, N-
hidroxissuccinimida (NHS) na reacdo de acoplamento, pois a reagdo entre o EDC e 0 NHS
forma um éster com menor probabilidade de sofrer hidrélise, aumentando a probabilidade da
reacdo entre o carbono terminal ativado e a amina priméria da cisteamina (FERREIRA et al,
2017; JOOS; KUSTER; CONE, 1997; MIRZA, SHAMSHAD, 2013). A representacdo deste
processo reacional pode ser visualizado na Figura 20.
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Diante do exposto, foi adicionado o agente NHS aos sistemas transcritos a seguir com
0 intuito de obter a reacdo de acomplamento e assim obter sistemas por heteromontagem. Nos

casos, 0 EDC com o NHS tiveram tempos de contatos diferentes de 5 min, 30 mine 1 h.
Sistema 5: AuNS@CYS/ AuNR@AMA + EDC/NHS — 5 min

Neste sistema, buscou-se conjugar as nanoparticulas funcionalizadas com o0s
respectivos ligantes, utilizando os agentes de crosslinking, EDC e NHS. Ressalta-se que, o

tempo de contato entre estes dois agentes foi de 5 mim.

Para este sistema, as AuNSs foram funcionalizadas com o ligante CYS (AuNR@CYYS)
e 0s AuNRs foram funcionalizados com o ligante AMA (AUNS@AMA) e seguido, neste
ultimo, da adicdo do EDC e NHS, por 5 min. Em seguida, foi realizada a mistura dos dois
sistemas que permaneceu sob leve agitacdo por 24 h. Nesse periodo o sistema foi monitorado
por espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis e infravermelho préximo (Figura 53), e
por DLS (Figura 54).

Através do acompanhamento por espectroscopia dptica observou-se a diminuicdo das
intensidades das absorbancias e um deslocamento da banda de absorcdo proxima a 520 nm.
Sugere-se que este deslocamento para a esquerda (blue-shift) esta relacionado com o aumento
do indice de refracdo do ambiente circundante ao das nanoparticulas (ABBAS et al, 2012;
FERREIRA et al, 2017).

Figura 53.Espectros de UV-Vis do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC/NHS — 5 min,

Sistema 5. Os espectros de absorbancia tiveram teus valores normalizados.
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Figura 54. Acompanhamento por DLS do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC/NHS - 5
min, Sistema 5. a) 1 min, (b) 30 min, (c) 60 min, (d) 120 min, (e) 180 min, (f) 240 mine (g) 24 h
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A partir dos resultados de tamanho de particula, obtidos através da analise do
espalhamento de luz (DLS), cogita-se que, transcorrido o tempo de contato entre as
nanoparticulas com os respectivos ligantes, o didmetro aparente do sistema comegou a

aumentar, induzindo que houve algum tipo de interacdo ou aglomeragdo entre as particulas
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(Figura 54). Entretanto, a formacgéo de uma reacdo de acoplamento pela acdo do EDC/NHS
pode néo ter sido favorecida devido o curto tempo de contato entre estes dois agentes para

efetivar seu papel no meio reacional (BINGHAM et al, 2009).

Em termos de coloracdo, a solucdo colodial do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA
+ EDC/NHS — 5 min (Sistema 5) parmaneceu a mesma durante todo o periodo de anélise
(Figura 55). A cor da solugdo foi roxa durante todo o tempo de analise (24 h), mas com a
presenca de precipitado, o que comprova a formacao de aglomerados que, sem a presenca de

NHS, ndo foram observados.

Figura 55. Imagens da solucéao coloidal do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC/NHS -5

min, Sistema 5, no inicio do processo (a) 1 min e (b) apds 24h

Fonte: dados da pesquisa

Com o objetivo de verificar se se houve a formagédo de aglomerados organizados de
nanoparticulas (automontagem), foi feita analise por TEM, sendo algumas das imagens
mostradas na Figura 56. E possivel verificar através da analise das imagens que, nas
condic@es utilizadas, ndo se observa uma aglomeracgdo de particulas com um certo padréo de

organizacao.

Figura 56. Imagens TEM das nanoparticulas presentes no Sistema 5

Fonte: dados da pesquisa
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Sistema 6: AuUNS@CYS/ AUNR@AMA + EDC/NHS — 30 min

Este sistema é analogo ao Sistema 5, diferindo apenas no tempo de contato entre 0s
agentes EDC e NHS que foi de 30 min. Os dois sistemas foram misturados e a evolucdo do
Sistema 6 foi monitorada por 24 h, fazendo uso da espectroscopia Optica (Figura 57) e DLS
(Figura 58).

Figura 57. Espectros de UV-Vis do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC/NHS — 30 min,

Sistema 6
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Fonte: dados da pesquisa

Os espectros de absor¢do na regido do UV-Vis e infravermelho préximo do Sistema 6,
em relacdo ao tempo ndo apresentaram deslocamentos das bandas de absorcdo. Nota-se a
diminuicdo de intensidade daquelas que pode estar relacionado com formacéo de um sistema
heteromontado (GUZEL et al, 2010). De acordo com a Figura 59, o monitoramento do

tamanho médio deste sistema pela técnica do DLS pode ser observado.

Os resultados obtidos pela analise do DLS mostram um aumento do didmetro aparente
das nanoparticulas em solugdo com o tempo (de 1 min a 4 h). Entretanto, a coloracdo da
solugdo do Sistema 6 permaneceu praticamente constante durante todo o decorrer do

experimento, percebendo-se um pouco de precipitado apos 24 h de reacdo (Figura 59).
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Com o objetivo de verificar se se houve a formagéo de aglomerados organizados de
nanoparticulas (automontagem), foi feita anélise por TEM, sendo algumas das imagens

mostradas na Figura 60.

De acordo com as imagens de TEM, foi possivel observar interacdes especificas entre
AUNRs e AuNSs de pequeno tamanho (< 5 nm) entorno dos AuNRs com comprimento de
aproximadamente 30 nm. Assim, aparentemente, com um tempo maior de contato entre 0s
agentes de conexdo EDC/NHS permitiu de um certo modo algum tipo de interacdo AuNR-
AUNS. Assim, decidiu-se aumentar mais o tempo de reacdo entre AUNR@AMA + EDC/NHS
por 1 h.

Figura 58. Acompanhamento por DLS do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC/NHS - 30
min, Sistema 6. a) 1 min, (b) 30 min, (c) 60 min, (d) 120 min, (e) 180 min e (f) 240 min
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Figura 59. Imagens da solucdo coloidal do Sistema 6 no inicio do processo (a) 1 min e (b) ap6s
24h
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Fonte: dados da pesquisa

Figura 60. Imagens TEM das nanoparticulas presentes no Sistema 6
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Fonte: dados da pesquisa

Sistema 7: AUNS@CYS/ AuNR@AMA + EDC/NHS -1 h

Este sistema é an6logo aos Sistema 5 e 6, porem, o tempo de contato entre 0 EDC e
NHS foi de 1 h. A Figura 61 mostra os espectros de absorcéo na regido do UV-Vis do Sistema
7 em relacdo ao tempo. Claramente é possivel observar o rapido desaparecimento das bandas

de absorcdo na regido em estudo, isto €, em menos de 30 min. Isso se deve, muito
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provavelmente, a desestabilizacdo do sistema na condi¢cdo empregada; talvez ocasionado pela

presenca dos produtos de hidrélise gerados com a decomposi¢do das moléculas de EDC, NHS
e seus derivados dentro do tempo de 1 h (BARTCZAK; KANARAS, 2011), provocando o

“colapso” do coloide (THERMOFISCHER, 2019).

Figura 61. Espectros de UV-Vis do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC/NHS - 1 h,

Sistema 7
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Fonte: dados da pesquisa

Corroborando com a anélise de espectroscopia Optica, a cor da solugdo coloidal do

Sistema 7 alterou-se ja a partir dos primeiros momentos da mistura dos dois sistemas

coloidais. A solucdo que, inicialmente, era roxa claro ficou incolor e com a formacdo de um

precipitado, decorrentes da aglomeracéo das particulas presentes (Figura 62).
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Figura 62.Imagens da soluc&o coloidal do Sistema 7 no inicio do processo (a) 0 min e (b) apos
24h

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados obtidos pela analise do DLS mostram um rapido aumento do diametro
aparente das nanoparticulas em solugdo com o tempo (Figura 63). Os elevados diametros

hidrodindmicos sdo compativeis com a observacdo do processo de precipitacao.

Figura 63. Acompanhamento por DLS do sistema AUNS@CYS / AUNR@AMA + EDC/NHS -1
h, Sistema 7. a) 1 min, (b) 30 min, (c) 60 min, (d) 120 min, (¢) 180 min e (f) 240 min
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Com o objetivo de verificar se houve a formagdo de aglomerados organizados de
nanoparticulas (automontagem), foi feita analise por TEM, sendo algumas das imagens das
particulas e arranjo das mesmas sdo mostradas na Figura 64. A partir das imagens de TEM, é
possivel verificar que uma maior tempo de reacdo (1 h) dos reagentes EDC e NHS, ndo
proporcionou qualquer tipo de organizagdo ou interagdo entre AuNRs e AuNSs. De fato,
como mencionado anteriormente, um maior tempo de reacdo deve estar permitindo a
decomposicdo dos derivados gerados com a ativacdo do grupo -COOH do agente
funcionalizante AMA sobre os AuNRs, ndo permitindo a formacdo da ligagdo amidica (C-N)

entre as moléculas ancoradas de CYS e AMA.

Figura 64. Imagens TEM do Sistema 7

Fonte: dados da pesquisa

Em suma, apds avaliagdo dos sete sistemas planejados para a geracdo de
automontagem especifica entre AuNRs e AuNSs, acredita-se que mais estudos devem ser
realizados, buscando-se otimizar os tempos préximos a 30 min, pois nesse tempo verifica-se

interacdes entre AUNRS e AuNSs.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Uma série de experimentos foram realizados para previsdo, identificacdo e
compreensdo de processos de automontagem de nanoparticulas com morfologias e tamanhos
diferentes. A funcionalizacdo das nanoparticulas assim como processos de automontagem
ocorreu, sendo favoravel na condicao presente no Sistema 6 (AUNS@CYS / AUNR@AMA +
EDC/NHS — 30 min) foi possivel observar interacfes especificas entre AuNSs e AUNRS
através da andlise por TEM. Cabe lembrar que essas interacOes especificas podem estar
presentes em solucdo, mas ndo se repetem na condicdo sem solvente como na preparacao das
amostras para a realizacdo das anélises de TEM. Varios fatores podem estar contribuindo para
ainda ndo alcancarmos a condicdo ideal para a observacdo do sistema automontado a ser
observado em condicdo sem solvente (seca), como planejado. Por exemplo: i) o tipo de
ligantes utilizados para sintetizar e estabilizar as NPs (citrato e CTAB); ii) o tamanho da
cadeia agente funcionalizante. Essas condigdes devem ser mais estudas para o planejamento

estratégico do estudo; e iii) a condicdo de prepara da amostra para analise de TEM.

Neste trabalho, gostariamos de destacar que o processo de centrifugacdo para a
“lavagem” das NPs é uma das etapas importante antecessora a funcionalizacdo, uma vez que a
retirada dos surfactantes/agentes estabilizantes (leia-se, CTAB e citrato de sddio) que estejam
em excesso na solucdo coloidal é fundamental para evitar reacdes paralelas ndo desejadas.
Contudo, sucessivas lavagens com &gua deionizada podem provocar a desestabilizacdo do

sistema, ndo permitindo um redispersdo adequada das AuNPs.

Vale comentar novamente que o0 preparo da amostra para analise por TEM ¢é
importante, pois a secagem rapida e outros fatores como deposicdo da amostra podem néo
favorecer o arranjo desejado das NPs sobre o grid.

O intuito deste trabalho foi buscar estratégias para a fabricacdo de sistemas
nanoestruturado via self-assembly (automontagem), utilizando AuNPs funcionalizadas de
forma planejada como blocos de construcdo. Contudo, apesar dos resultados alcangados nédo
serem aqueles inicialmente esperados, foi possivel reconhecer os principais gargalos que
métodos de heteromontagem de AuNPs podem apresentar e espera-se que com base nessa

pesquisa, resultados mais promissores sejam obtidos pelo grupo de pesquisa.
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7 PERSPECTIVAS

Um dos aspetos mais interessantes deste trabalho foi a elaboracdo de estratégias e
tentativas para a obtencao de sistemas nanoestruturados, tendo nanoparticulas de ouro como
bloco de construcdo. Foi possivel observar que sistemas nanoestruturais foram obtidos,
entretanto, ndo de forma controlada e organizada. Diante dos predmbulos transcorridos,
sugere-se que, alternativas sejam realizadas para que se compreenda melhor o mecanismo e
demais fatores que influenciam na reacdo de acoplamento entre as nanoparticulas, assim como

adotar outros tipos de estratégias e até mudanca do meio reacional.
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Anexo |

Atomos de ouro presentes nas nanoparticulas

12 PARTE
Nanobastdes (com CTAB)
1° Célculo da concentracdo de Au que ha na solucgdo padrao.
- Concentracao de Au na solugéo estoque a 1%: 25mM.
- Utiliza-se 2mL da solucéo estoque.
- Volume final da sintese: 77,8mL (48mL H20, 2mL HAuCI4, 25mL CTAB, 0,7mL &cido
ascorbico, 0,6mL seed).
Logo,
Ci1V1=C2 V2 =2 25mM 2mL =C, 77,8mL - C2 = 0,643mM
2° Determinar a quantidade de Au em mol para o volume de 10mL(utilizado para
centrifugacdo) da solucao de crescimento.
C =m/V, sendo n = m/MM. Logo, C = n/(MM V) = 0,643x10°M =n/ (197 x 107%L)
n=1,27x10°mol de Au
3° Multiplicando pela constante de Avogadro.
(1,27x10mol) x (6,02x10%mol™?) = 7,645x10%° atomos de Au

Nanesferas (com cirtato)
1° Calculo da concentracdo de Au que ha na solucdo padréo.
- Concentracdo de Au na solucdo estoque a 1%: 25mM.
- Utiliza-se 3,5mL da solucéo estoque.
- Volume final da sintese: 146mL (140mL H20, 2,5mL citrato, 3,5mL HAuUCIs)
Logo,
Ci1V1=C2 V2 > 25mM 3,5mL = C; 146mL - C; = 0,5993mM
2° Determinar a quantidade de Au em mol para o volume de 5mL
C =m/V, sendo n = m/MM. Logo, C = n/(MM V) = 0,5993x103M = n /(197x0,005L)
n = 5,903x10*mol de Au
3° Multiplicando pela constante de Avogadro.
(5,903x10*mol) x (6,02x10%°mol™?) = 3,553x10%° atomos de Au
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22 PARTE

Nanobastdes C ] asum
Nota: assumindo que as dimensdes sdo 42x11,35nm e

Veilindro = 7 2 h 2 3,14 (5,67)? 42 = 4239,79 nm® r=11,35/42 = 5,67nm

- Determinar o volume do atomo de Au.
Célculo do raio atdmico (calculado) = 174 pm. Se 1 pm = 103nm, entdo: 174 pm = 0,174 nm
Vesfera = (4 T I’3) /13>4 (3,14) (0,174)3 /3> 0,022 nm3

Para determinar quantos atomos de Au ha por nanobast@es, divide 0 Vcilindro Pelo Vesfera:
4239,79 nm®/ 0,022 nm® = 1,93x10° 4tomos de Au

Nanesferas

Nota: assumindo que as esferas tem tamanho médio de 20 nm

Vestera = (4 1 %) / 3 > 4 (3,14) (10nm)3/ 3 > 4186,67 nm®

Sabendo que, 0 Viomo de Au = 0,022 nm3. Para obter a quantidade de atomos presentes nas
nanoesferas, divide-se:

4186,67 nm3/ 0,022 nm* = 1,90x10° 4tomos de Au

32 PARTE
Nanobastdes
- Determinar a quantidade de nanobastdes em 10 mL de solucéo:
Tem-se, teoricamente, 7,645x10%° atomos de Au na solucéo padrdo (vide 12 PARTE).
Em um nanobastéo h4, teoricamente, 1,93x10° atomos de Au (vide 22 PARTE).
Logo,
(7,645x10%° atomos de Au) / (1,93x10° dtomos de Au) = 3,961x10*° nanobastdes

- Precisa-se determinar a quantidade de &tomos de Au na superficie de cada nanobastéo:
Considerando as duas areas do cilindro: AL e Asg.
Awtal =AL+AB D A = (2arh)+ (2ar) =2nar (h+r). Assim,
2 (3,14) (5,67 nm) [(42 nm + 5,67 nm)] = 1697,41 nm?
- Determinando a area que um atomo de Au ocupa no nanobastéo:
Sabendo que a Acirculo = T 12 = 3,14 (0,174 nm)2 = 0,095 nm?
Logo,
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Avotal / Acirculo = 1697,41 nm2 / 0,095 nm2 = 17867 atomos de Au na superficie de um
nanobastéo

Nanoesferas
- Determinar a quantidade de nanoesferas em 5 mL de solugéo:
Tem-se, teoricamente, 3,553x10%° atomos de Au na solucéo padréo (vide 12 PARTE).
Em um nanoesferas ha, teoricamente, 1,90x10° atomos de Au (vide 22 PARTE).
Logo,
(3,553x10%° atomos de Au) / (1,90x10° dtomos de Au) = 1868x10*° nanoesferas
- Precisa-se determinar a quantidade de &tomos de Au na superficie de cada nanoesferas:
Aestera = 4 T 17 > 4 (3,14) (10 nm)? = 1256 nm?
- Determinando a area que um atomo de Au ocupa no nanoesfera:
Sabendo que a Acirculo = 7 2 = 3,14 (0,174 nm)2 = 0,095 nm?
Logo,
Aestera | Acirculo = 1256 nm? / 0,095 nm? = 13221 atomos de Au na superficie de cada

nanoesfera

42 PARTE
Nanobastdes
Determinar o nimero de atomo de Au na superficie em todos os nanobastdes (volume de 10
mL).
Logo,
(3,961x10*° nanobastdes) x (17867 atomos de Au) = 7,075x10%° 4&tomos
Nanoesferas
Determinar o nimero de atomo de Au na superficie em todos as nanoesferas (volume de 5
mL).
Logo,
(1,868x10'° nanoesferas) x (13221 atomos de Au) = 2,469x10° 4tomos de Au
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Anexo |l

Sistema homomontado

Nesse caso, a banda de absorcéo dos plasmons de superficie € deslocada de 530 nm
(banda caracteristica de esferas de tamanho médio de 20 nm), juntamente com o surgimento
de uma nova banda mais larga, centrada em 650 nm, também devido ao aumento de
anisotropia das nanoparticulas. Logo, denota-se que, a agregacdo das nanoparticulas a partir
da funcionalizacdo origina um novo material, uma vez que a segunda banda de absorcéo se
torna cada vez mais larga e com 0 maximo de absorcao deslocado para maiores comprimentos
de onda. Essa mudanca no perfil do espectro eletrénico é condizente com a interacdo entre as
nanoparticulas de ouro, como evidenciado pela imagem de TEM, e, portanto, ha a formacéo
de um sistema por auto-organizacdo do tipo homomontagem de nanoparticulas de ouro.
Através da analise por DLS, o material obtido pela automontagem das nanoesferas
funcionalizadas com a CYS possui tamanho médio de 1443 nm, conforme pode ser observado

nas figuras abaixo.
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