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RESUMO

ZACARIAS, D. A. Sintese de nanotriangulos de ouro para aplicagdo em
biossensores plasmoénicos. 2018. 37 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Licenciatura em Quimica), Universidade Tecnolégica Federal do Parana.
Apucarana, 2018.

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo muito empregadas para uso em biossensores
plasmonicos devido, principalmente, pela ocorréncia do efeito de ressonancia de
plasmon de superficie localizado (LSPR). AuNPs podem ser obtidas em diferentes
formatos, como esferas, bastdes e triangulos. Os nanotriangulos de ouro (AuNTS)
exibem uma excitacdo de plasmon no plano, a qual ndo é observada em AuNPs
esféricas e pode dar uma sensibilidade maior quando utilizado em biossensores que
exploram o efeito LSPR. Nesse sentido, objetivou-se nesse trabalho a producado de
AuNTs empregando dois métodos distintos: a) crescimento mediado por sementes e
b) Turkevich com controle de temperatura, ambos visando obtencdo de material
menos polidisperso. Os materiais obtidos segundo o método de Turkevich néo
indicaram a presenca de AuNTs. Ja para os testes realizados com o método de
crescimento mediado por semente, uma pequena populacdo de AuNTs pbde ser
produzida. Os materiais obtidos foram caracterizados por espectrofotometria UV-Vis,
Dispersdao de Luz Dinamica (DLS) e imagens de Microscopia Eletronica de
Transmissao (TEM). Como perspectivas futuras, objetiva-se aumentar o rendimento
do material nanoparticulado e utiliza-lo para obtencao de substratos plasménicos.

Palavras-chave: Nanoparticulas anisotrépicas. Plasmons de superficie.
Biossensores plasmonicos.



ABSTRACT

ZACARIAS, D. A. Sintese de nanotridngulos de ouro para aplicagdo em
biossensores plasmonicos. 2018. 37 f. Synthesis of gold nanotriangles for application
in plasmonic biosensors (Chemistry Graduation), Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana. Apucarana, 2018.

Gold nanoparticles (AuNPs) are widely used in plasmonic biosensors due mainly to
the occurrence of the localized surface plasmon resonance (LSPR) effect. AUNPs
can be obtained in different formats, such as spheres, rods and triangles. Gold
nanotriangles (AuNTS) are interesting because they exhibit an excitation of plasmon
in the plane, which is not observed in spherical AuNPs and can give a greater
sensitivity when used in biosensors that exploit the LSPR effect. In this sense, the
objective of this work was the production of AUNTs using two different methods: a)
seed-mediated growth and b) Turkevich with temperature control, both aiming to
obtain less polydisperse material. Materials obtained according to the Turkevich
method did not indicate the presence of AuNTs. While for the tests performed with
the seed-mediated growth method, a small population of AUNTs was produced. The
obtained materials were characterized by UV-Vis spectrophotometry, Dynamic Light
Scattering (DLS) and Transmission Electron Microscopy (TEM) images. As future
prospects, it is aimed to increase the yield of the nanoparticulate material and to use
it to obtain plasmonic substrates.

Keywords: Anisotropic nanoparticles. Surface Plasmon. Plasmonic biosensors.
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1 INTRODUCAO

A nanociéncia € o ramo que investiga 0 comportamento de materiais em
escala nanométrica. Compreende o estudo de sintese, caracterizacdo e aplicacao
desses materiais, visando o controle de suas propriedades e desenvolvimento de
novas técnicas (CASTRO, 2009). Uma classe de materiais que tem atraido bastante
atencdo de pesquisadores das mais diversas areas sao as nanoparticulas (NPs)
metélicas, sobretudo aquelas obtidas de metais nobres.

As NPs metalicas possuem propriedades Oticas, mecanicas e eletrbnicas
intrinsecas que as diferenciam grandemente do comportamento observado para a
sua forma macroscopica. A explicacdo para isso se deve, principalmente, a geracéo
de um efeito denominado de ressonéncia de plasmon de superficie localizado
(LSPR, localized surface plasmon resonance), a qual ocorre quando € incidido luz na
superficie do nanomaterial (MOHAMMADZADEH-ASL et al., 2018).

Dentre os metais nobres normalmente aplicados na obtencéo de NPs, o ouro
€ considerado o elemento quimico que apresenta a maior inércia frente a processos
oxidativos, além de apresentar boa condutividade elétrica. Devido a estas
propriedades, este metal possui as principais aplicacbes na area de biossensores
gue exploram o efeito LSPR (BALLESTEROS, 2012).

A forma geométrica de nanoparticulas de ouro (AuNPSs) interfere de maneira
direta nas propriedades Optica e plasménica do material. As AuNPs podem ser
obtidas em diferentes formatos, tais como esferas, bastées e triangulos, dependendo
do método de sintese escolhido (CASTRO, 2009; PEREIRA, 2009). Por exemplo,
para obtencdo de nanoesferas de ouro (AuNPs), é tradicionalmente utilizado o
método de Turkevich (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951), onde a mistura
reacional € deixada sob ebulicdo por alguns minutos. Entretanto, ja foi reportado que
controlando a temperatura de sintese abaixo do ponto de ebulicdo, nanotriangulos
de ouro (AuNTSs) podem ser produzidos (SANGARU; BHARGAVA; SASTRY, 2005),
que, assim como outras particulas anisotrépicas, sdo normalmente obtidos pelos
métodos de crescimento mediado por semente (CMS).

Os nanotriangulos de ouro exibem propriedades plasmdnicas e Opticas
destacadas com relacdo as formas normalmente obtidas para ouro metélico
(SCARABELLI et al., 2014). Por outro lado, em geral, os métodos de sintese

proporcionam um baixo rendimento e baixa qualidade do material obtido. Isso ocorre



10

pois o direcionamento do crescimento para o formato triangular ndo € facilmente
conseguido.

Visto isso, 0 objetivo desse trabalho € sintetizar AuNTs por diferentes
métodos, buscando um material nanoparticulado com maior qualidade, de
polidispersividade controlada e pequenas dimensdes laterais, podendo ser Uteis

para aplicacdes praticas em dispositivos plasmonicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar as sinteses baseadas nos métodos de crescimento mediado por

semente (CMS) e Turkevich com controle de temperatura para obtencdo de AuNTs

com baixa polidispersividade para emprego em substrato plasmonico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.
VII.

Sintetizar AUNTs pelo método CMS e Turkevich com controle de temperatura;
Sintetizar AUNTs pelo método de Turkevich sob diferentes temperaturas de
sintese e modos de agitacao;

Sintetizar AuNTs pelo método CMS sob diferentes modos de agitacdo e
duracéo temporal das etapas;

Otimizar a producdo de AuUNTs obtidos pelo método CMS e Turkevich,
visando baixa polidispersividade do material;

Caracterizar o material obtido por dispersdo de luz dindmica (DLS, dynamic
light dispersion), imagens de microscopia eletrbnica de transmissao (TEM,
trasmission electron microscopy) e espectrofotometria UV-Vis;

Imobilizar AUNTs sob substrato de vidro;

Testar sensibilidade da banda plasmoénica de AuNTs imobilizados frente a
variacao de indice de refracao.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 SENSORES

Sensores vém sendo objeto de estudo de muitos pesquisadores devido a
necessidade de medicbes cada vez mais precisas de espécies quimicas ou
parametros fisicos em diversas &reas, tais como médica, ambiental, industrial,
forense, entre outras (ZRIBI; FORTIN, 2009). Visto isso, Varios tipos de sensores
tém sido desenvolvidos para diferentes aplicacdes, buscando maior desempenho em
menores tempo e custo de producéo.

Um sensor € um dispositivo que recebe estimulos do ambiente e, através de
um transdutor fisico, este estimulo é transformado em um sinal quantificavel
(SEPULVEDA et al., 2009). Entre os diversos tipos de sensores existentes, 0s
biossensores se destacam por apresentarem algumas vantagens em relacdo a
outras técnicas analiticas, tais como especificidade, rapida resposta e uso de
pequenos volumes de amostra (MALHOTRA; ALI, 2017).

3.2 BIOSSENSORES

Os biossensores, assim como 0s sensores, sdo dispositivos formados por
dois elementos basicos, que sdao um elemento de reconhecimento e um transdutor.
Os biossensores se diferenciam dos outros tipos de sensores pois possuem um
mecanismo bioguimico na etapa de reconhecimento (THEVENOT et al., 2001). O
elemento de biorreconhecimento, normalmente, é uma biomolécula sensitiva
imobilizada, tais como enzimas e antigenos, a qual tem o papel de detectar o analito
de interesse. Ja para o transdutor, cabe a ele a funcéo de transformar o sinal gerado
pela interacdo do analito alvo com a biomolécula em um sinal quantitativo, sendo
este, geralmente, um sinal eletrbnico que € proporcional a concentracdo da
substancia de interesse (SPICHIGER-KELLER, 2008).

Os Dbiorreceptores e o0s transdutores utilizados na producédo dos
biossensores s&o tomados como base para a classificagdo dos mesmos. Quando
classificados com base no tipo de biorreceptores, sdo definidos como biossensores
enzimaticos, de DNA ou de RNA, imunossensores, microbianos, entre outros. Ja

quando classificados com relagdo ao tipo de transdutor, podem-se ter o0s
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biossensores eletroquimicos, calorimétricos, piezoelétricos, termelétricos e oOpticos
(MALHOTRA; ALI, 2017).

Biossensores Opticos sdo muito comuns e apresentam funcionamento e
operacéo bastante simples, a qual pode ser destacada como uma de suas principais
caracteristicas. Eles podem ter transdutor baseado em medidas em varios formatos
tais como absorc¢dao, reflexao, refracéao, transmissao, fluorescéncia e LSPR. Entre os
biossensores Opticos, os que exploram o fenbmeno LSPR vem sendo muito
utilizados para producdo de dispositivos com excelente performance analitica
(MALHOTRA; ALI, 2017).

3.3 EFEITO LSPR

O efeito de Plasmons de Superficie (SP) teve seu reconhecimento pela
ciéncia na década de 1950 através da pesquisa pioneira de Ritchie (RITCHIE, 1957).
Um Plasmon de Superficie € uma onda de densidade de cargas que se propaga de
forma longitudinal ao longo de uma interface metal/dielétrico. Quando o metal na
interface metal/dielétrico € um filme fino metalico, ocorre o efeito de Ressonancia de
Plasmon de Superficie (SPR). Inicialmente, o efeito SPR é originado através da
incidéncia de luz na superficie de um filme metalico por meio de um prisma que
encontra-se em contato com ele, de modo a ocorrer reflexdo total. Em certo angulo
de incidéncia, uma componente dessa radiacdo, a onda evanescente, nao é refletida
e sai de forma longitudinal ao filme, entrando em ressonancia com os elétrons da
superficie metalica (GREEN et al., 2000; MOHAMMADZADEH-ASL et al., 2018).
Nanoparticulas metalicas sdo também capazes de suportar SPs com a incidéncia
direta de luz sobre o nanomaterial, sem a necessidade do uso de um prisma.
Contudo, como suas dimensdes sdo menores do que o comprimento de onda da luz
incidente, o efeito de ressonancia de plasmon de superficie é chamado de
‘localizado” (WILLETS; VAN DUYNE, 2007). Um esquema do efeito LSPR é
mostrado na Figura 1.

Com o objetivo de explorar o LSPR, nanoparticulas metalicas vém sendo
empregadas em diversas areas do conhecimento, como na engenharia, permitindo a
miniaturizagao de dispositivos eletronicos, e na medicina, na forma de biossensores
que possibilitam a deteccdo de moléculas biolégicas de grande importancia

medicinal. Uma aplicagéo particularmente relevante na area biomédica é a utilizacdo
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de nanoparticulas de ouro (AuNPSs) na construcdo de biossensores empregados na
deteccao de células cancerigenas (BALLESTEROS, 2012).

Figura 1 — Diagrama esquematico ilustrando a formacéo dos plasmons de superficie localizado em
particulas esféricas

Campo Elétrico

Esfera
Metalica

Fonte: Willets e Van Duyne (2007).

As nanoestruturas metalicas, como AuNPs, normalmente apresentam uma
banda de extingdo na regido do visivel que é devida ao efeito LSPR. A ocorréncia de
interacdes biomoleculares na superficie das nanoestruturas, entre um biorreceptor
imobilizado com o analito alvo contido na amostra, faz alterar o indice de refracao
local. Isso promove um deslocamento da posicdo do maximo de extincdo da banda
LSPR que pode, entdo, ser usado para monitorar a presenca de uma espécie
quimica de interesse. Por esse motivo, a espectroscopia UV-Vis é o método mais
adequado para detectar o deslocamento da banda plasménica em nanoparticulas

metélicas (SEPULVEDA et al., 2009). Esse processo é mostrado na Figura 2.

Figura 2 — Representacdo esquematica da preparacao e resposta dos biosensores LSPR baseados
em alteracdes de indice de refracdo: (a) é escolhido um suporte para as NPs metalicas, (b) as NPs
sd@o anexadas no suporte, (¢) as nanoparticulas metélicas sdo funcionalizadas para reconhecer o
analito alvo, (d) uma solucdo contendo o analito passa interagindo com a biomolécula de
reconhecimento fixada nas particulas, causando uma mudanca no indice de refracdo em torno da NP,
(e) resultando em uma mudanca de LSPR.

I = ) _ An+es da ligagdo especifica
&
- - - ) ) >Depois da ligacdo
especifica
I )
A/nm

(a) (b) (¢ (d) (e)
Fonte: Sepulveda et al. (2009).
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3.4 NANOPARTICULAS DE OURO

O ouro e a prata sdo muito empregados na producéo de sensores devido as
suas excelentes propriedades opticas. AUNPs normalmente apresentam uma banda
LSPR mais larga e menos intensa que a gerada por nanoparticulas de prata, sendo
menos sensiveis as interferéncias ao seu redor e, consequentemente, acarretando
em sensores menos sensiveis em comparacdo com os produzidos com NPs de
prata. Contudo, a grande estabilidade das AuNPs frente a processos oxidativos, as
fazem, em muitos casos, ter preferéncia em relacdo a nanoparticulas de prata. O
ouro, sendo um metal quimicamente mais estavel, quando em escala nanométrica,
ndo perde sua morfologia facilmente, mantendo sua sensibilidade por um periodo de
tempo mais longo (SEPULVEDA et al., 2009)

Em escala hanométrica, esse metal apresenta absor¢des de luz na regido do
visivel que sdo devidas a excitacdo plasmonica. Além disso, as solucdes coloidais
de AuNPs podem assumir diversas tonalidades, dependendo de caracteristicas das
NPs, como a sua forma, dimenséo, indice de refracdo em torno da particula e
distancia interparticula (GHOSH; PAL, 2007). Nanoesferas de ouro, por exemplo,
apresentam colora¢des que podem ir do vermelho ao azul, dependendo do seu raio.

Variando condicdes de sintese, diversos formatos de nanoparticulas, além
de esféricas, podem ser obtidos, tais como bastfes e triangulos. Com a mudanca da
forma, as propriedades O6pticas do material mudam grandemente. AuNTSs, por
exemplo, apresentam mais de uma oscilacdo de plasmon devido as ressonancias
gue ocorrem de forma latitudinal e longitudinal, sendo a longitudinal muito sensivel a
pequenas variagcbes do ambiente ao redor da nanoparticula, tornando AuNTs uma
Otima ferramenta para a utilizacdo em biossensores plasménicos (CHEN et al.,
2008), em arquiteturas de coberturas Opticas (SHANKAR et al., 2005) e hipertermia
de cancer (SANGARU; BHARGAVA; SASTRY, 2005).

3.5 NANOTRIANGULOS DE OURO

O efeito LSPR é fortemente dependente da composi¢do das nanoparticulas,
assim como forma, tamanho e distancia interparticula. Nanotriangulos, assim como
outras particulas anisotropicas, possuem propriedades fisico-quimicas que o0s

diferem muito das nanoesferas. Enquanto AuNPs esféricas exibem apenas uma



16

banda plasménica devido a sua simetria em todas as direcbes, os SPs em
nanotriangulos ocorrem de forma transversal e longitudinal, exibindo mais de uma
banda plasmoénica (PASTORIZA-SANTOS; LIZ-MARZAN, 2002; SOARES et al.,
2014).

Um espectro tipico de AuNTs é mostrado na Figura 3, onde observa-se em I,
0 espectro de nanotriangulos de ouro ja purificados e em Il, o espectro de AuNTs
previsto por céalculos tedricos. Em ambos, é visto uma banda com comprimento de
onda méximo por volta de 550 nm, essa originada por oscilagdes que ocorrem fora
do plano, outra banda em 800 nm, chamada de quadrupolo de ressonancia no
plano, e uma terceira banda intensa € vista proximo a 1300 nm, originada pelo dipolo
de ressonancia no plano (MILLSTONE et al.,, 2005). Essa banda intensa no
infravermelho € bastante sensivel as mudancas de indice de refracdo na superficie,
habilitando o emprego de AuNTs em biossensores plasmonicos (SOARES et al.,
2014).

Figura 3 — Espectros correspondentes de UV-Vis-NIR de nanotriangulos de ouro purificados (1) e
previstos por calculos tedricos ().

1.2

1.0-
0.8-

0.6-

Absorbancia

0.4-

0.2-

T, 1 e :
400 600 BO00 1000 1200 1400
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Millstone et al. (2005).

Infelizmente, o rendimento obtido nas sinteses dos AuNTs néo é elevado,
pois estas apresentam uma grande porcentagem de nanoparticulas esféricas no

meio e 0os AuNTs formados apresentam grande variedade de tamanhos (ZHANG et
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al., 2016). Portanto, para aplicacdes praticas de nanotriangulos em biossensores
plasmonicos, €& necessario a otimizacdo de sinteses existentes ou o0
desenvolvimento de novas sinteses, objetivando obtencdo de AuNTs de maior

qualidade.

3.6 SINTESE DE NANOTRIANGULOS DE OURO

A sintese de AuNPs com formas diferentes de esférica (bastbes e triangulos,
por exemplo) se d4 normalmente por métodos baseado no crescimento mediado por
semente (CMS). Esse método consiste na separacdo temporal das etapas de
nucleacdo e crescimento, durante a producdo do material. Isso permite um melhor
controle sobre a forma final da nanoestrutura obtida (SCARABELLI et al., 2014).
Porém, métodos de CMS possuem muitas variaveis envolvidas na producdo das
chamadas “sementes” e também para as etapas de crescimento que acabam
dificultando sua reprodutibilidade e controle. Por exemplo, a qualidade das sementes
utilizadas séo cruciais para o crescimento direcionado na forma desejavel, e essa
qualidade depende da velocidade de adicdo do agente redutor, da temperatura de
reacdo e do tempo de repouso. Ja na etapa de crescimento, a velocidade de adicdo
da solucdo semente e o intervalo entre cada etapa de crescimento também séo
fatores que comprometem a qualidade do produto final (RAI et al., 2006).

Outro método que tem ainda sido relatado para producdo de AuNTs é
baseado na metodologia descrita por Turkevich (TURKEVICH; STEVENSON;
HILLIER, 1951), a qual € originalmente e tradicionalmente utilizada para sintese de
nanoesferas de ouro. Esse método consiste da unido de um sal precursor de ouro
com citrato de sédio, o qual atua tanto como agente redutor quanto como
estabilizante. Quando focada na producdo de nanoesferas de ouro, a sintese é
realizada sob ebulicdo da mistura reacional aquosa por alguns minutos. Contudo, foi
reportado que o controle da temperatura abaixo da ebulicdo durante a sintese tem
papel fundamental para propiciar a producdo de quantidades apreciaveis de AuUNTs
(SANGARU; BHARGAVA,; SASTRY, 2005).

No geral, os métodos de sintese aplicados para obtencdo de AuNTs séo
escassos e ainda proporcionam baixo rendimento (ao redor de 30-40%). Além disso,
o material € normalmente de baixa qualidade, com grande polidispersividade,

dimensdes laterais relativamente grandes, baixa estabilidade frente a processos
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oxidativos e perda de forma em poucas horas ap0s a sua obtencéo. Apesar disso,
algumas estratégias de purificacdo e separacdo tém ajudado na obtencdo de
suspensdes coloidais relativamente estdveis de AuNTs, com maior rendimento e
menor polidispersividade (JANA, 2003; PARK; KOERNER; VAIA, 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE DE NANOTRIANGULOS DE OURO PELO METODO DE TURKEVICH
COM CONTROLE DE TEMPERATURA

Para o método de Turkevich com controle de temperatura, foram realizadas 4
condi¢des diferentes, chamadas de T25A0, T25A1, T30A0 e T30A1, em que, para
cada amostra, um volume de 10 mL de solucdo 0,001 mol.L** de HAuCls foi diluida
em 90 mL de agua e entdo levada para um banho ultratermostatizado com a
temperatura desejada. Apds alcancada a temperatura, adicionou-se a mistura 10 mL
de 0,01 mol.L? de citrato de s6dio e manteve-se a reagdo ocorrendo por 12 horas
dentro das condi¢des apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Variagao da temperatura e modo de agitacao para a sintese das amostras utilizando o
método de Turkevich com controle de temperatura.

Condicdo Temperatura (°C) Agitacao
T25A0 25 Sem agitacdo
T25A1 25 100 rpm
T30A0 30 Sem agitacdo
T30A1 30 100 rpm

Fonte: Autoria propria (2018).

Apos as 12 horas, as amostras foram retiradas do banho e guardadas na

geladeira para a realizacdo das caracterizacdes necessarias.

4.2 SINTESE DE NANOTRIANGULOS DE OURO POR CRESCIMENTO MEDIADO
POR SEMENTE

O método CMS escolhido foi proposto por Millstone et al. (2005). Visto que 0s
meétodos de CMS possuem muitas variaveis que afetam a qualidade do produto final,
buscou-se variar algumas condi¢des visando a formacao de AuNTS.

Para a realizagdo da sintese, foi preparado uma solugdo semente conforme
esquematizado na Figura 4, com a adicdo de 1 mL de 10 mmol.L* de HAUCIls em
36 mL agua destilada, seguido da adicdo de 1 mL de 10 mmol.L de citrato de sédio.

Entdo, 1 mL de solugdo 100 mmol.L! de NaBH4 foi adicionado lentamente sob
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agitacao vigorosa. Continuou-se a agitacao por dois minutos e a solucao resultante

foi mantida em repouso por quatro horas.

Figura 4 — Esquema da preparacéo da solugdo semente para o método CMS.

{\ {\ Solucao
semente

Citrato NaBH, agitac_;éo
de sédio 2. min Repouso
m—— ] 4 h
HAUCI,

Fonte: Autoria propria (2018).

Apbs esse periodo, utilizou-se a solugdo semente para realizar as etapas de
crescimento em trés condi¢cBes diferentes de sintese, chamadas de CMS 1, CMS 2 e
CMS 3 e, em um outro dia, uma nova solu¢cdo semente foi igualmente preparada
para ser usada em outras trés condi¢cdes, nomeadas de CMS 4, CMS 5 e CMS 6.
Teve-se o cuidado de utilizar as solu¢cdes sementes apenas no dia em que foram
produzidas, a fim de evitar, por menor que seja, a agregacado dos nucleos formados,
0 que poderia comprometer a qualidade do material produzido. A diferenca entre as
condicbes testadas foram o tempo e a forma de agitacdo escolhida durante as
etapas de crescimento.

Para execucédo dos procedimentos em cada condi¢do, foram preparadas e
usadas sempre um total de trés solucbes de crescimento. As duas primeiras
solucdes de crescimento (A e B) foram iguais e continham 0,25 mL de 10 mmol.L?
de HAUCI4, 0,05 mL de 100 mmol.Lt de NaOH, 0,05 mL de 100 mmol.L* de &acido
ascorbico e 9 mL de uma solucdo saturada de CTAB. A terceira solugdo (C), foi
preparada com 2,5 mL de 10 mmol.L de HAuCls, 0,50 mL de 100 mmol.L? de
NaOH, 0,50 mL de 100 mmol.L* de &cido ascérbico e 90 mL da solucdo saturada de
CTAB.

Para a condicdo CMS 1, iniciou-se a etapa de crescimento conforme
mostrado na Figura 5, adicionando 1 mL da solucdo semente na solugdo de
crescimento A e deixando sob agitacdo de 440 rpm por 10 segundos. Em seguida,
retirou-se 1 mL da solucdo resultante de A e adicionou-se em B, repetindo os 10
segundos de adicdo na mesma velocidade. Por fim, toda a solugdo B resultante foi



21

adicionada em C, deixando-se novamente sob agitacdo de 440 rpm por 10
segundos. Feito isso, reduziu-se a agitacdo e manteve-se a solugéo resultante em C
sob agitacdo de 100 rpm por 30 minutos. O mesmo procedimento foi realizado nas
outras 5 condi¢bes, mudando apenas o tempo utilizado na agitacdo para as etapas
de crescimento e/ou o modo de agitacdo (barra magnética ou ultrassom). O

procedimento realizado em cada condi¢céo esta descrito na Tabela 2.

Figura 5 — Esquema da preparacao das soluc@es de crescimento para 0 método CMS.

1 mL toda

f\ 1 mL solucéo B

30 minutos
B A [\ B - —

Fonte: Autoria propria (2018).

Solucédo semente

Tabela 2 — Variacdo do tempo e modo de agitagdo utilizada em cada etapa do processo de
crescimento para todas as condi¢Bes de sintese.

Condicdo Agitacéo Agitacao Agitacao Agitacao final
Semente — A A—B B—-C

CMS 1 10 s/440 rpm 10 s/440 rpm 10 s/440 rpm 30 min/100 rpm
CMS 2 5 s/440 rpm 5s/440 rpm 5 /440 rpm 2 min/100 rpm
CMS 3 10 s/100 rpm 10 s/100 rpm 10 s/100 rpm sem agitagcao
CMS 4 10 s/780 rpm 10 s/780 rpm 10 s/780 rpm 2 min/100 rpm
CMS 5 1 s/440 rpm 1 s/440 rpm 1 s/440 rpm Sem agitacao
CMS 6 10 s/ultrassom 10 s/ultrassom 10 s/ultrassom 30 min/ultrassom

Fonte: Autoria propria (2018).

4.3 CARACTERIZACAO DE AUNTS

Foi utilizado a espectrofotometria UV-Vis (Ocean Optics, USB4000),
empregando cubeta de vidro com varredura entre 200 e 900 nm. Posteriormente,
utilizou-se a Dispersdo de Luz Dinamica (Dynamic Light Scattering, DLS) com o

equipamento Nanoplus, Particulate System, para fazer a analise da intensidade de
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espalhamento de luz das suspensfes obtidas. Por fim, escolheu-se as melhores
condicbes com base nas caracterizacdes por DLS e espectrofotometria UV-Vis para
serem avaliadas por Microscopia Eletronica de Transmisséo (Transmission Electron
Microscopy, TEM), com o equipamento JEOL Shimadzu, modelo 1400, a fim de

obter informacgdes sobre a forma e distribuicdo de tamanho do material produzido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 METODO DE TURKEVICH COM CONTROLE DE TEMPERATURA

Para este método, utilizou-se as temperaturas de 25 e 30°C, buscando o
crescimento ordenado de AuNTs, que deve ser favorecido em temperaturas
menores, onde a orientacédo do crescimento pode ser facilitada devido ao baixo grau
de agitacdo térmica. Empregou-se também o citrato de sddio por sua dupla funcao.
Ele atua como agentes redutor, reduzindo Au®* para Au® e estabilizante, adsorvendo-
se na superficie do material nanoparticulado e impedindo que ocorra a agregacao
devido a repulsdo eletrostatica de seus grupos carregados negativamente. Um
esquema da sintese esté representado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema do método de Turkevich com controle de temperatura.

Citrato ey )
HAuCls (aq) > v Au 2

(Calor) e ~\)a\/}>-

Fonte: Costa (2015).

Além de variar a temperatura, buscou-se avaliar também se ha influéncia do
uso de agitacdo durante a sintese. Ao fim do procedimento, notou-se que todas as
solucBes apresentavam uma coloracdo roxa, onde as duas amostras de 30 °C
estavam levemente mais escuras que as preparadas em 25 °C. Diferencas na
coloracdo devido a presenca ou néo de agitacao nao foram observadas. A coloracéo
das suspensodes pode indicar diferencas de tamanho e/ou forma das nanoparticulas
produzidas e, por isso, € uma caracteristica inicial interessante de ser avaliada.

Foram obtidos os espectros UV-Vis das amostras preparadas nas quatro
condicOes diferentes, os quais podem ser vistos na Figura 7. A analise na regido UV-
Vis ndo é a melhor para caracterizar nanotriangulos de ouro, ja que eles possuem,

normalmente, uma extingdo intensa mais caracteristica entre 1000 e 1400 nm, a
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qual ndo é visualizada para nanoesferas. Contudo, na falta de um equipamento que
realizasse a varredura na regido do NIR, foi buscado no espectro UV-Vis
caracteristicas, em termos de posicdo e quantidade de bandas, que pudessem

sugerir a formacgéo de particulas com forma anisotrépica.

Figura 7 — Espectros UV-Vis das amostras sintetizadas pelo método de Turkevich com controle de
temperatura.
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Fonte: Autoria prépria (2018).

Analisando o0s espectros, pode-se notar que a amostra T25A1 difere das
outras, de forma que foi visualizada uma banda muito alargada e de mais baixa
intensidade. O aspecto da banda sugere que, possivelmente, deva ter ocorrido a
agregacdao das particulas formadas. A combinacdo de baixa temperatura e uma mais
intensa agitacdo deve ter contribuido para um aumento de colisdo de particulas e
desestabilizacdo da suspensao coloidal em condicdo de mais baixa energia. O
aspecto exibido pelas outras trés condigbes foram semelhantes e mostraram ter
seus maximos de absorcdo ao redor de 530 nm, o qual é caracteristico de uma
suspensao de nanoesferas de ouro. Vale ressaltar que, em nanotriangulos pequenos
em solucdo, as ressonancias longitudinais ficam mais confinadas e com energia
maior. Isso faz com que a banda plasmbnica possa ocorrer em comprimentos de

onda menores que 900 nm. Apesar disso, em nenhuma das condi¢cdes testadas
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obteve-se a presenca de outra banda acima de 600 nm, que sinalizaria a possivel
formacdo de AuNTs com pequenas dimensdes laterais. Contudo, a producao de
nanotriangulos com arestas maiores que 100 nm ndo deve ser descartada, pois
apenas com base em espectros UV-Vis ndo pode-se rejeitar a possibilidade de
haver formacéo de AuNTs de grandes dimensdes laterais.

Nesse sentido, utilizou-se a técnica de Dispersdo de Luz Dinamica (DLS)
para buscar um indicativo da presenca de AuNTs produzidos, pois em uma particula
triangular, o espalhamento de luz realizado ao longo de sua superficie deve ser
diferente do gerado de suas laterais, pois suas dimensfes longitudinais e
transversais sdo bem distintas.

Portanto, foi realizada a andlise por DLS para as quatro amostras e o gréafico
pode ser visto na Figura 8. A partir do espectro, € notado comportamentos distintos
entre as amostras com agitacdo (T25A1 e T30Al) das amostras sem agitacao
(T25A0 e T30A0). As amostras sem agitacdo demonstraram ter ocorrido
espalhamento de luz em dimensdes hidrodindmicas préoximas a 10 nm, o qual
poderia ser originado pelas laterais de AuNTs. Observando o comportamento da
amostra T25A0, pode-se imaginar que sdo duas bandas sobrepostas, uma devido
ao espalhamento transversal e outra ao espalhamento longitudinal, localizados em

torno da regido de diametros hidrodinamicos de 10 e 100 nm, respectivamente.

Figura 8 — Espectro de DLS das amostras sintetizadas pelo método de Turkevich com controle de

temperatura.
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Fonte: Autoria propria (2018).
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Com base nos espectros UV-Vis e DLS das amostras em todas as
condicOes testadas, escolheu-se a T25A0 para obter imagens de TEM, pois nesta
condicdo, apresentou-se duas bandas mais definidas de distribuicdo de diametros
no espectro DLS e maior indicativo da possivel formacao de nanotriangulos de ouro.

Imagens de TEM para a amostra T25A0 sdo mostradas na Figura 9.

Figura 9 — Imagens de TEM da amostra T25A0 em duas diferentes regides.
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Fonte: Autoria propria (2018).

A Figura 9 mostrou a predominancia de esferas na amostra, e sem a
presenca de triangulos, indicando que o método nao foi eficaz nessa condicédo
testada. Apesar disso, as nanoesferas produzidas se mostraram muito uniformes,
possivelmente devido a utilizacdo da baixa temperatura somada a uma sintese sem
agitacdo, os quais pode ter ajudado na obtencdo da pequena polidispersividade
observada. Contudo, pode-se afirmar que essa condicdo se revelou interessante
para sintetizar AUNPs na forma esférica. As particulas obtidas aqui apresentaram-se
mais homogéneas do que aquelas sintetizadas sob ebulicdo seguindo o método
tradicional de Turkevich (Figura 10).

Os resultados obtidos por DLS também podem ser explicados com o auxilio
das imagens de TEM. Nota-se que as particulas sintetizadas possuem dimensdes
bem menores que 50 nm, justificando o espalhamento visto de particulas ao redor

de 10 nm, e o espalhamento de dimensbes maiores que 100 nm, a qual imaginava-
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se ser originado da superficie de nanotriangulos, pode ser de agregados de

particulas.

Figura 10 — Imagens de TEM, em duas diferentes regiées, para nanoesferas de ouro produzidas pelo
método Turkevich sob ebuligdo do sistema reacional.

£

Fonte: Autoria propria (2018).

5.2 CRESCIMENTO MEDIADO POR SEMENTE

Para preparar a solucdo semente, tinha-se como objetivo formar pequenos
ndcleos de nanoesferas de ouro, as “sementes”, para serem utilizados nas etapas
de crescimento dos AuNTs. A separacdo temporal da etapa de nucleacdo e
crescimento contribui para um maior controle na etapa de crescimento, de forma que
seja possivel realiza-la de maneira mais lenta e controlada, vislumbrando uma
diminuicdo da anisotropia da particula. Visto isso, iniciou-se a reducédo do ouro com
citrato de soédio, que foi evidenciada pela mudanca de coloracdo da solucdo de
HAuCls, a qual passou de um tom amarelado para incolor, indicando a reducgéo de
Au3* para Au*. A partir da adicdo do NaBH4, notou-se a solugdo adquirindo uma
coloragdo avermelhada, sendo caracteristica de nanoparticulas de ouro de
pequenas dimensdes, sinalizando que os nucleos foram formados. A partir disso, a
solucdo semente foi deixada em repouso por 4 horas, com o intuito de garantir que
todo o boroidreto de sédio tenha reagido na reducdo de Au* para Au® antes da

utilizacao nas etapas de crescimento.
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Nas etapas de crescimento, usou-se CTAB, onde estd em excesso para
estabilizar as particulas a serem formadas em um processo similar ao que ja foi
discutido neste trabalho sobre o citrato de sédio. A presenca do NaOH € importante,
pois possui a funcdo de ajustar o pH para desprotonar o &cido ascérbico, a qual
contribui para que ele desempenhe o papel de redutor de ions de ouro (ZHANG,
2016). No momento da adi¢do da solucdo semente nas solucdes de crescimento, 0
acido ascorbico, parcialmente desprotonado, atua como agente redutor de ions Au*
para Au®. Contudo, o sistema acido ascérbico/ascorbato é um redutor fraco e, com
isso, o0 crescimento s6 € possivel devido a acédo catalitica dos nucleos de ouro
provenientes da solucdo semente. Sendo assim, os ions ouro(l) somente sofrem
reducdo lenta na superficie das sementes e com crescimento direcionado pela
atuacao do sistema micelar de CTAB (COSTA, 2015).

O processo descrito acima pode ser observado imediatamente em todas as
condi¢cBes quando se adiciona a solucdo semente na solucéo de crescimento A, pois
esta passa a adquirir uma coloracdo roxa em questdo de segundos, sendo um
indicativo da formacédo de particulas maiores, as quais crescem sobre a superficie
dos nucleos adicionados. Essas particulas em crescimento sdo adicionadas na
solucdo B, onde se da continuidade a esse processo, o qual continua ocorrendo
guando toda a solucdo B é adicionada na solucéo de crescimento C, pois se observa
a solucéo resultante adquirindo uma coloracdo roxa intensa em questdo de minutos
para todas as condicoes.

Assim que finalizadas as sinteses, foram obtidos os espectros UV-Vis de
todas as condicdes e, retomando a mesma linha de raciocinio utilizada para o
método de Turkevich com controle de temperatura, buscou-se indicios da formacéo
de nanotriangulos de ouro nas amostras produzidas. Os espectros UV-Vis séo
mostrados Figura 11.

Pode-se observar nos espectros obtidos que apenas a condicdo CMS 6,
onde todos os processos foram feitos no ultrassom, diferiu completamente do
comportamento apresentado pelo restante das amostras. Nessa condi¢cdo, assim
como observado para T25A1, as particulas se agregaram e a banda LSPR de
nanoesferas se torna alargada e de baixa intensidade ao redor de 550 nm. Para as
condicdes CMS 1, CMS 3 e CMS 4, apenas uma banda intensa e bem definida
ocorre na regiao 530 nm, indicando sintese majoritaria de nanoesferas. Ja para as

condicbes CMS 2 e CMS 5, pode ser vista uma outra banda ocorrendo com o0
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maximo de absorcdo ao redor de 640 e 700 nm, respectivamente. Esse resultado
indica que possa haver particulas anisotrépicas em suspensdo, possivelmente
sendo uma populagéo de nanobastdes ou nanotriangulos. Espera-se uma populagéo
pequena pois essa segunda banda ndo é tdo intensa como o esperado para

sinteses com alto rendimento de particulas anisotropicas.

Figura 11 — Espectros UV-Vis das amostras sintetizadas pelo método CMS.
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Fonte: Autoria prépria (2018).

Os espectros de DLS de todas as condicbes sdo mostrados na Figura 12.
Pode-se notar que as amostras CMS 2 e CMS 5 apresentaram duas bandas de
espalhamento localizadas em torno de 10 e 80 nm de diametro hidrodinamico. Isso
corrobora com espectros UV-Vis e realmente sugere a presenca de particulas
anisotropicas. Partindo do raciocinio utilizado anteriormente, espera-se que a
primeira banda tenha a contribuicdo do espalhamento de luz realizado nas laterais
dos possiveis AUNTs produzidos e de uma populagédo de pequenas esferas, a qual
foi 0o caso observado no método anterior. E possivel notar que a condicdo CMS 3
também apresentou comportamento similar as amostras CMS 2 e CMS 5.
Considerando que seu espectro UV-Vis ndo deu indicios da presenca de particulas

anisotropicas e que a intensidade de espalhamento de luz em torno 10 nm de é
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pequena, escolheu-se apenas as amostras CMS 2 e CMS 5 para obter as imagens
de TEM. Deve ser ressaltado que os espectros DLS, assim como ja sugerido em
andlise aos espectros UV-Vis, indicaram que as amostras CMS 1, CMS 3, CMS 4 e
CMS 6 devam ser compostas prioritariamente de nanoesferas. Apenas uma banda

de espalhamento ao redor do diametro hidrodinamico de 100-120 nm foi observado.

Figura 12 — Gréficos de DLS das amostras sintetizadas pelo método CMS.

200 —cwms+
——CMS 2
——CMS 3
— CMS 4
9 15091  ___cwss
= ——CMS6
ke
D .
@ 100
o)
e
£
501
0 s I e
1 10 100 1000

Diametro (nm)
Fonte: Autoria propria (2018).

As imagens de TEM das amostras CMS 2 e CMS 5 sdo mostradas nas
Figuras 13 e 14, respectivamente. Observa-se que, na condicdo CMS 2, realmente
uma pequena populacdo de AuNTs foi produzida em conjunto com um pequeno
namero de bastbes. Esse resultado estad de acordo com os espectros UV-Vis e DLS
gue sugeriram a presenca de particulas com formas anisotrépicas. Para a condicéo
CMS 5, um namero maior de nanotriangulos e nanobastdes de ouro s&o vistos. Isso
esta de acordo com os espectros UV-Vis e DLS apresentados em que as bandas de
anisotropia de forma sdo mais intensas e definidas para CMS 5. A banda
relacionada a condicdo CMS 5 também esta localizada em comprimentos de onda
maiores, 0 que indica um tamanho de particula superior quando comparado com a
amostra CMS 2.



Figura 13 — Imagens de TEM para a amostra CMS 2 nas amplia¢des de 0,5 um e 100 nm.

Fonte: Autoria propria (2018).
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Figura 14 — Imagens de TEM para a amostra CMS 5 nas ampliagdes de 0,5 um e 100 nm.
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Fonte: Autoria prépria (2018).
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Percebe-se aqui, como o tempo e intensidade de agitacdo nas etapas de
crescimento tém grande influéncia para melhorar o rendimento de producdo de
particulas anisotrépicas. Em CMS 2 e CMS 5, as etapas foram realizadas de forma
mais rapida e com intensidade moderada de agita¢do, sendo 5 segundos para CMS
2 e 1 segundo para a CMS 5. Foram justamente nessas duas condicbes em que a
formacédo de AuNTSs foi observada. O modo de agitacao final ndo se mostrou ser um
fator tdo determinante para o crescimento dos nanotriangulos. Isso fica evidente,
pois na condicdo CMS 3, assim como a CMS 5, ndo houve agitacdo na fase final.
Contudo, CMS 5 propiciou boa formacdo de AuNTs e em CMS 3 ndo houve
evidéncias claras da formacao de particulas anisotrépicas. Uma analise semelhante
pode ser feita com as condicdes CMS 2 e CMS 4. As duas amostras diferem-se
apenas nas etapas de crescimento, ocorrendo com mesma intensidade e tempo de
agitacdo final. Contudo, o resultado é muito distinto em termos de producdo de

particulas anisotrépicas.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho, observou-se que o método de sintese de Turkevich com
controle de temperatura ndo mostrou-se eficaz para a produgédo de nanotriangulos
de ouro nas condi¢cOes testadas. Entretanto, as nanoparticulas obtidas com esse
método foram AuNPs esféricas com baixa polidispersividade, possivelmente devido
a baixa temperatura utilizada de forma constante durante as 12 horas de sintese,
promovendo o crescimento isotrépico controlado e homogéneo do material.

No método de crescimento mediado por semente, verificou-se que a
agitacdo entre as etapas de crescimento foi um fator determinante para o
crescimento de particulas anisotrépicas, tais como triangulos e bastdes. Porém, o
rendimento obtido n&o foi alto, o que dificulta a aplicacdo dos AuNTs em
biossensores plasménicos. A melhor condicdo foi a CMS 5, onde as menores
intensidade e tempo de agitacdo foram aplicadas. Isso garantiu um direcionamento
mais efetivo, por parte do CTAB, no crescimento anisotropico das particulas.

Visto isso, com o intuito de produzir um substrato plasmoénico, se faz
necessario otimizar o meétodo CMS 5, sendo possivel aumentar o rendimento com
adicdes de gquantidades adequadas de iodeto de potassio. Chen et al. (2014)
demonstrou que ions I° se depositam nas faces (111) do ouro, orientando o
crescimento bidimensional e de forma triangular, o que seria uma 6tima alternativa
para poder melhorar o rendimento e a qualidade dos AuNTs produzidos em
trabalhos futuros. Além disso, o tratamento das suspensdes por centrifugacédo pode
ser eficiente para separar as nanoparticulas por formato e aumentar populacédo de

AuUNTSs na suspensao.
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