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RESUMO

Pretendeu-se, com este trabalho, estudar a sintese e o desenvolvimento de
nanoparticulas de prata, utilizando o método de Turkevich com algumas
modificagées. Dada a importancia dessas nanoparticulas no atual desenvolvimento
cientifico, € de grande valia 0 melhor entendimento dos mecanismos que regem a
sintese e desenvolvimento das nanoparticulas de prata. Neste método, nitrato de
prata sofre reducao pelo citrato de sodio, numa mistura aquecida e bem agitada,
para formar as nanoparticulas. Amostras dessa mistura foram coletadas em varios
intervalos de tempo, e reservadas para andlises de concentracao de prata por ICP-
AES, absorbancia UV-Vis, imagens de MEV e distribuicdo de tamanhos por DLS.
Com essas analises, foi possivel estabelecer uma relagao direta entre os valores de
absorbancia e os de conversao de prata. Também foi possivel propor uma rota de
desenvolvimento das nanoparticulas, mostrando que, durante esse
desenvolvimento, as particulas apresentam diferentes morfologias, tamanhos e
tendéncia a formar aglomerados. Dependendo da aplicagdo das nanoparticulas de
prata, é possivel interromper a reagdo quando elas apresentarem as caracteristicas

mais favoraveis.

Palavras-chave: Sintese. Nanoparticula de Prata. Mecanismo de crescimento.

Conversao.



ABSTRACT

It was intended, with this work, to study the synthesis and development of silver
nanoparticles using the Turkevich method with some modifications. Given the
importance of these nanoparticles in the current scientific development, it is of great
value the better understanding of the mechanisms governing the synthesis and
growth of silver nanoparticles. In this method, silver nitrate is reduced by sodium
citrate, in a well-stirred and heated mixture to form nanoparticles. Samples of this
mixture were taken at various time intervals, and reserved for analysis of silver
concentration by ICP-AES, UV-Vis absorbance, SEM images and size distribution by
DLS. With these analyzes, it was possible to establish a direct relationship between
the absorbance values and the conversion of silver. It was also possible to propose a
synthesis and growth pathway of the silver nanoparticles, showing that during this
development, the particles have different morphologies, sizes and tendencies to form
agglomerates. Depending on the application of silver nanoparticles, it is possible to
stop the reaction when they have the most favorable characteristics.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Reagéo de oxidacao do citrato em dicarboxilcetona............cccccoevvvvineeen. 19
Figura 2 - Grau de ionizagdo dos ions de citrato, em fun¢do do pH...........ccccvveeeeee. 21
Figura 3 — Esquema mostrando os possiveis mecanismos de atuagao da prata..... 23

Figura 4 (AshaRani et al., 2009) - Bactérias antes (a) e depois (b) do ataque de

NANOPArtICUIAS € Prata..........ueeieiiiiiiiiiiiie e 26
Figura 5 - Reator encamisado em funcionamento ............cceeeveeeiiiiiiiieeeiee e 28

Figura 6 - Espectro de absorcdo UV-Vis ao longo do tempo, do experimento
realizado a 90 CC e pH 9 —ensaio 24. ........coooiiieiiii i 34

Figura 7 - Absorbancia ao longo do tempo, pH 9 e temperaturas de 85, 90 € 95 °C 35

Figura 8 - Absorbancia ao longo do tempo, pH 7 e temperaturas de 85, 90 e 95 °C.

Figura 9 - Curvas comparativas de absorbancia a 95 °C e valores depH 7 € 9. ..... 36

Figura 10 - Distribuicdo de tamanhos por DLS das particulas do experimento 3, em
PH 8 € 85 °C, a0 final da reaGa0 ........ccuvviiiieeiiiieiie e 37

Figura 11 - Nanoparticulas no estagio inicial da reacdo, geradas a 90 °C e pH 7, 20
MINUIOS A€ FEAGAD. ... eeeeeeiiieiie ittt e e e e e e e et e e e e e e anannneee s 41

Figura 12 - Nanoparticulas no estagio inicial da reacéo, geradas a 85 °C e pH 7, 20
MINUIOS A€ FEAGAD. ... eeeiee ittt ettt e e e e e e e e e e e e s e e anennneeeeas 41

Figura 13 - Nanoparticulas em estagio intermediario da reacdo, geradas a 95 °C e
PH 7, 40 MINULOS B FEAGAD. ...eeiiieiiiiiiiiiiiie e 42

Figura 14 - Nanoparticulas em estagio intermediario da reacao, geradas a 90 °C e
PH 9, 20 MINULOS B FEAGAD. ...eeiiiiiiiiiiiiiiiee e 42

Figura 15 - Nanoparticulas no estagio final da reacao, geradas a 95 °C e pH 9, 40
MINUIOS A€ FEAGAD. ... eeeteeeiiieiiee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e anennneeeeas 43



Figura 16 - Nanoparticulas no estagio final da reacao, geradas a 85 °C e pH 8, 40
MINUIOS A€ FEAGAD. ... eeeieeeiitiie ittt et e e e e e e e e e e e e e e anenereeeeas 43

Figura 17 - Nanoparticulas no estagio final da reacao, geradas a 95 °C e pH 8, 40

minutos de reacao - Nota-se a presenca de alguns bastonetes e triangulos. .......... 44
Figura 18 — Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 10 minutos de reagéo............ 46
Figura 19 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 15 minutos de reagéo. ........... 47
Figura 20 — Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 20 minutos de reacgéo............ 48
Figura 21 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 40 minutos de reacéo. ........... 49
Figura 22 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 60 minutos de reacéo. ........... 50
Figura 23 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 80 minutos de reacéo. ........... 51
Figura 24 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 120 minutos de reagao. ......... 52

Figura 25 - Concentragdes de prata idnica e total ao longo do tempo para ensaio a
0] ST R0 R 54

Figura 26 - Evolugdo da conversao em 3 experimentos de diferentes condicdes. ... 55

Figura 27 - Mecanismo de nucleacao e crescimento das particulas. kg € a constante
de crescimento (growth) e kor € a constante do amadurecimento de Ostwald

(Ostwad RIPEMNING). ...eeeieiiiiiiiiiiiie e e e e ee s 57
Figura 28 - Conversao e absorbancia ao longo do tempo, a95 “CepH 7. ............. 58
Figura 29 - Conversao e absorbancia ao longo do tempo, a90 “Ce pH 8. ............. 58
Figura 30 - Conversao e absorbancia ao longo do tempo, a95 ‘CepH9. ............. 59

Figura 31 - Evolugéo da absorbancia em 3 experimentos de diferentes condi¢des. 60

Figura 32 - Evolugdo da conversao e da absorbancia relativa ao longo do tempo, em
0] A= IR 1 T R 61



Figura 33 - Evolugado da conversao e da absorbancia relativa ao longo do tempo, em
PH 8 € 90 O .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et ae e e eeeaeeeees 61

Figura 34 - Evolugao da conversao e da absorbancia relativa ao longo do tempo, em

[0 SIS 1 T R 62
Figura 35 - Relacao entre Conversao e Absorbancia Relativa, em pH 7 € 95 °C..... 63
Figura 36 - Relacao entre Conversao e Absorbancia Relativa, em pH 8 e 90 °C..... 63
Figura 37 - Relagéo entre Converséo e Absorbancia Relativa, em pH 9 e 95 °C..... 64
Figura 38 - Correlagao entre conversao e absorbancia relativa dos 3 ensaios. ....... 64
Figura A1 -85 °C, pH 7, aos 10 minutos de reacan...........cccccceuurrrrnrrrvnnnrennenereennes. 75
Figura A 2 - 85 °C, pH 7, @a0s 20 Minutos de reaga0..........uuveveeeiiriiiineieeeeeaiiiiineeenn 76
Figura A 3 - 85 °C, pH 7, @a0s 30 Minutos de reagao...........eueveeeeiiimiineeeeeeeaiiiiieeeenn 77
Figura A 4 - 85 °C, pH 7, aos 40 minutos de reacan...........ccccceecurrnrnrnrvrenrenneeereeene. 78
Figura A5 -85 °C, pH 7, aos 60 minutos de reagao...........ceeveeeerriuiieeeeeeeeiiiiieeennn 79
Figura A 6 - 85 °C, pH 7, aos 80 minutos de reagao...........eueveeerriimeineeeeeeeiiiiieeenn 80
Figura A 7 - 85 °C, pH 7, aos 120 Minutos de reagao...........cceeerrriiermereeieeniiiieneeenn 81
Figura A 8 - 90 °C, pH 7, aos 10 minutos de reacan...........ccccceecuurrrnrrrvvnnrernneereeenee 82
Figura A 9-90 °C, pH 7, aos 20 minutos de reacan...........cccccceuurrrrrrrrrverrernenereeens. 83
Figura A 10 - 90 °C, pH 7, aos 30 MinNutos de reagao...........cceeeerriieimeeeeereiiiiieneeens 84
Figura A 11 - 90 °C, pH 7, aos 40 Minutos de reagao...........ccceerrriiiimeeeeereiiiiiieneeenn 85
Figura A 12 - 90 °C, pH 7, aos 60 MiNutos de reagao...........cceeerrriiiireeeeereniiiiiineeennn 86
Figura A 13 - 90 °C, pH 7, aos 80 MinNutos de reagao...........cceeerrriiiimeeeeeeeiiiiieneeenn 87

Figura A 14 - 90 °C, pH 7, aos 120 minutos de reagao...........cccceevvrvrrrvrerrerveeereennn. 88



Figura A 15-95 °C, pH 7, aos 10 Minutos de reagao..........ccceeerriivireeeeeneiiiiieeeeenn 89

Figura A 16 - 95 °C, pH 7, a0os 20 MinNutos de reagao...........cceeerrriiiirereeeeeiiiiieneeenn 90
Figura A 17 - 95 °C, pH 7, aos 30 Minutos de reagan.........cccccceeuurmrrrrrrrrenrerneeereennen. 91
Figura A 18 - 95 °C, pH 7, aos 40 minutos de reagan.........cccccceeurmrrrrrrvrnnrerneeeeeeene. 92
Figura A 19 - 95 °C, pH 7, aos 60 MiNutos de reagao...........ccceeevririreeeeereniiiieneeenn. 93
Figura A 20 - 95 °C, pH 7, aos 80 MinNutos de reagao...........ccceervriiiireeeeerenniiinineeens 94
Figura A 21 - 95 °C, pH 7, aos 120 minutos de reagao...........cccceevvrvvrrvrrrrevreeereennen. 95
Figura A 22 - 85 °C, pH 8, aos 15 Minutos de reagao.........cccceeevviiineeeeeeeiiiiineeen 96
Figura A 23 - 85 °C, pH 8, aos 90 Minutos de reagan.........cccceeeerriirieeeeeeeeiiiieeeennn 97
Figura A 24 - 85 °C, pH 8, aos 120 minutos de reagao...........cccceevvrvvrrvrrrrerreeereennen. 98
Figura A 25 -85 °C, pH 9, aos 10 Minutos de reagao...........ccceeeevriiiineeeeeeiiiiiiineeenn. 99
Figura A 26 - 85 °C, pH 9, aos 20 MiNuUtos de reagao. ..........ccovvruvrrreeeeeeiiiinineeeenn. 100
Figura A 27 - 85 °C, pH 9, aos 40 minutos de reagao...........cccccvvrrverrerereeeeeeeeeeeenn. 101
Figura A 28 - 85 °C, pH 9, aos 60 MiNuUtos de reagan.........ccceveruvrreeeeeeeiiieiieeenann 102
Figura A 29 - 85 °C, pH 9, aos 90 Minutos de reagan..........cccovvruvrrrereeriiiiiiieeeeennn 103
Figura A 30 - 85 °C, pH 9, aos 120 minutos de reagao.........c.coecuvvvreeeeriiiiiireneenenn. 104
Figura A 31 -95 °C, pH 9, aos 10 minutos de reagao...........cccccvvrrrerrererereeeeeeeeennn. 105
Figura A 32 - 95 °C, pH 9, aos 15 minutos de reagao...........cccccvvrvrerrreereeeereeeeeennn. 106
Figura A 33 - 95 °C, pH 9, aos 40 MinNutos de reagao..........cccovvruvrrreeeeriiiiiiieeeeeennn 107
Figura A 34 - 95 °C, pH 9, aos 60 MiNUtoS de reagan. .........ccccevruvvrrereeeiiiiiiiineeeenn. 108

Figura A 35 - 95 °C, pH 9, aos 120 minutos de reaga........ccccoevuveveeeeeeeiiineeneenenn. 109



SUMARIO

1T INTRODUGAD........ccureucuremseremsesesesessesessesessesssesssesssesssssssssasessasensans 12
P20 1 =8 1 I L 15
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coecieercerensrcsensscsesnsssssnsssssssassssssseas 16
3.1 Produtos no mercado com nanoparticulas de prata..........ccccceeeeviiiiieeenienenennnee. 16
3.2 Impactos das nanoparticulas de prata sobre a sadde.................oeeeeeeviiiieicennns 17
3.3 Ressonancia de PlasmOn .........eeiiiiiiiiiiee e 17
3.4 Método de Turkevich de sintese de nanoparticulas de prata............ccccceeeennneee. 19
3.5 ACA0 DACTEIICIAA. ... 22
4 Materiais @ MétodosS.........ccceemrrrrrsissmmrrnsssssssssr s ssssssss s ssssssssssessssnnas 28
4.1 MAEEIIAIS ...vveeeee ettt e e e 28
4.2 Procedimento para sintese das nanoparticulas ............cccvveeeeiriiiiiiieeniee e 29
4.3 MEt0d0oSs de CaraCteriZaAGA0 .......cueeeeiiiuriiiieaeeee e eee e e e e st e e e e e s e ee e e e e e enneees 30
O 0o V=T - Lo J U 31
5 Resultados € DiSCUSSA0.......ccrrrriiummmrrmmssisnsmnsrnsssssnsss s sssss s nsnsssnns 32
5.1 EStUdOS eXPIOratOrios .......oiiueeeieiieie ettt e a e e 32
5.2 Andlise morfoldgica da cristaliZag0...........cooviiiiiiiiiiiii e 44
IRl 070 0 1Y7=T == Lo H TP PPPRPP 53
5.4 Relacao entre conversao € absorbancCia........c.cevvvveiiieiiiiieiii e, 57
00T T 1= o= 67
7 Bibliografia .......cccovremmmmmmrii i ——————— 69

8 Anexo A —Imagens MEV ... 75



12

1 INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata tém atraido muita atencao nos ultimos anos. Segundo
um relatério recente (PEN, 2011), o numero de produtos catalogados contendo
nanotecnologia cresceu de 54 em 2005 para 1317 em 2010. Em margo de 2011,
haviam 1393 produtos catalogados, sendo que 313 contém nanoparticulas de prata.

Essa atencao é devida as propriedades peculiares das nanoparticulas de prata.
Dentre as mais interessantes, podemos citar suas propriedades como catalisador
(Jana e Pal, 2007), habilidade de intensificar o espalhamento RAMAN e
fluorescéncia (Leopold e Lendl, 2003; Szmacinski et al., 2008), e agcao bactericida
(Marambio-Jones e Hoek, 2010).

Como antimicrobiano, as nanoparticulas de prata sdo usadas em purificagdo de ar e
agua, producao alimenticia, cosméticos, roupas, itens de higiene pessoal, produtos
infantis, dispositivos médico-hospitalares e implantes (Chen e Schluesener, 2008).

Dentre os dispositivos médico-hospitalares mais utilizados, encontram-se os
cateteres. Cateteres venosos centrais sdo empregados em pacientes graves para
administrar fluidos, hemoderivados e nutricdo parenteral. Infelizmente, o0 uso desses
dispositivos esta associado a maioria dos casos de infec¢cao da corrente sanguinea.
Somente nos Estados Unidos, dos 5 milhdes de pacientes cateterizados
anualmente, cerca de 400 000 (8%) desenvolvem infecgdo, aumentando em média,
6,5 dias de internagdo em unidades de terapia intensiva, a um custo aproximado de
US$ 29 000,00 por paciente (Mermel, 2000 e Mermel et al., 2001). Dos métodos
para se evitar essas infec¢gdes, um muito promissor é o uso de cateteres revestidos

de nanoparticulas de prata.

As caracteristicas quimicas e fisicas das particulas tém forte influéncia em seu poder
bactericida. Tamanho, forma e oxidacao da superficie sao fatores importantes que
determinam o poder de atuacdo sobre microorganismos. Foi demonstrado que
particulas triangulares tém um maior efeito bactericida, seguido das particulas
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esféricas, e dos bastonetes (Pal et al., 2007). Também foi demonstrado que
nanoparticulas sintetizadas em ambientes isentos de oxigénio ndo apresentam
poder antimicrobiano, enquanto que particulas com a superficie parcialmente
oxidada apresentaram efeito bactericida (Lok et al., 2007). O efeito bactericida
também foi relacionado ao tamanho das particulas, de forma que as menores
apresentam melhores resultados (Martinez-Castanon et al., 2008).

Dentre as diversas formas de se sintetizar nanoparticulas de prata, as mais comuns
€ mais simples sdo as rotas quimicas, envolvendo algum sal sollvel de prata (como
o nitrato de prata, AgNO3), um agente redutor, como o borohidreto de sddio (NaBH,),
ion citrato (proveniente do &cido citrico, ou do sal citrato de sddio), hidrazina,
hidroxilamina, glicose, &acido ascoérbico, acido galico, além de um agente
estabilizante, como PVP (poli vinil pirrolidona), PVA (poli vinil acool), PEG (poli
etileno glicol), citrato e &cido poli-lactico, para diminuir o grau de agregagado e
controlar o tamanho (Maria et al., 2010; Yan et al., 2007; Lok et al., 2007; Paula et
al., 2007).

Entre as sinteses quimicas, vém ganhando destague as que se utilizam dos
“principios da quimica verde”, que envolvem a preocupagdo de se utilizar de
reagentes nao perigosos, ndo toxicos ou pouco toxicos para a saude humana e o
meio ambiente, além de n&o gerar produtos de reacao perigosos ou téxicos (Dahl et
al., 2007). Das sinteses verdes, o método de Turkevich apresenta pontos
interessantes, por ser um método rapido, simples, facil, de baixo custo, com boa
reprodutibilidade e seguro, pois usa agua como solvente e citrato de sédio como
agente redutor e estabilizante (Turkevich et al., 1951).

Dada a importancia das nanoparticulas e o potencial do uso em diversas areas, faz-
se necessario um melhor entendimento do mecanismo de formagcdo e
desenvolvimento dessas particulas, assim como a influéncia de certos pardmetros

nesse mecanismo.

Para tanto, neste trabalho foi empregado o método de Turkevich com algumas
modificagbes para sintetizar as nanoparticulas de prata. Foram analisadas
caracteristicas das particulas, como distribuicdo de tamanho, grau de aglomeragéo,
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além da conversdo da reagcdo e sua relacdo com a absorbancia da dispersao.
Também foram avaliadas as influéncias da temperatura e pH na evolugdo das
particulas ao longo do tempo.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo estudar como nanoparticulas de prata se
desenvolvem ao longo do tempo durante sua sintese por reducdo do nitrato de
prata, usando citrato de s6dio como agente redutor e estabilizante. Foram estudadas
as caracteristicas morfoldgicas das nanoparticulas, como seu tamanho, forma e grau

de aglomeracao em diferentes condi¢cées de temperatura e pH.

Também foi estudado o desenvolvimento da reacdo, em termos da conversao de
prata ibnica a metalica, a relacdo entre conversao e a absorbancia no espectro ultra-
violeta e visivel, e o desenvolvimento morfolégico em fungao de variaveis como pH e

temperatura de reagao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Produtos no mercado com nanoparticulas de prata

Segundo um relatério do PEN (The Project on Emerging Nanotechnologies) lancado
em marco de 2011, o niUmero de produtos contendo nanotecnologia cresceu de 54
em 2005 para 1317 em 2010. Em marco de 2011, haviam 1393 produtos
catalogados, sendo que o material mais utilizado foi a prata, em 313 produtos,
seguido do carbono, em 91 produtos (PEN, 2011). A maior parte dos produtos com
prata busca utilizar os efeitos bactericidas das nanoparticulas. Dentre os produtos
catalogados, encontramos vasilhames para guardar alimentos, placa para cortar
alimentos, amaciante de roupas, fronhas, lencol, toalha de banho, meias,
travesseiros, sprays antimicrobianos, suplementos liquidos de minerais, suplementos
alimentares, desinfetantes, placas de alisamento de cabelo e “babyliss”, secadores
de cabelo, mamadeiras, canecas, mordedores para bebés, gaze e esparadrapo,
emplastos para ferimentos, camisinha, lubrificante intimo com espermicida, filtro de
ar condicionado, roupas intimas, solugdo algicida para piscina, “spray” nasal,
desinfetantes para limpeza doméstica, aparelhos refrigeradores, aspiradores de pd,
maquinas de lavar roupas, cosméticos, limpadores de dentaduras, desodorantes,
lengcos umedecidos, umidificadores e purificadores de ar, roupas de mergulho e surf,
equipamentos de informatica e telefones celulares com revestimento de
nanoparticulas de prata, luvas para limpeza doméstica, palmilhas de calgados,
creme dental, dispersbes aquosas de nanoparticulas, “spray bucal’, escova de
dente, detergentes, produtos para cabelo e maquiagens, xampu e condicionador,
tecidos para usos hospitalares, batons, sabonetes, chupetas, e todos os tipos de

roupas, além de cateter antibacteriano.
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3.2 Impactos das nanoparticulas de prata sobre a saude

Hatzigrigoriou e Papaspyrides (2011) discutiram o uso de nanotecnologia em
vasilhames plasticos para armazenamento de alimentos, e mostraram que ainda
faltam estudos sobre impactos na saude e sobre a possibilidade das nanoparticulas

migrarem do vasilhame para os alimentos.

Chen e Schluesener (2008) discutiram que, apesar dos inimeros produtos que se
utilizam das nanoparticulas de prata, muito poucos sao voltados para uso médico-
hospitalar, se limitando a alguns produtos para cobrir ferimentos, instrumentos
cirurgicos, e algumas proteses. Entretanto, devido aos crescentes estudos em
nanotecnologia, a tendéncia é que cada vez mais produtos hospitalares sejam
desenvolvidos, fazendo com que o entendimento de potenciais impactos das
nanoparticulas de prata sobre os diversos tipos de tecido do corpo humano seja
cada vez mais necessario. Outro ponto interessante levantado por eles é que,
apesar da exposicdo a prata gerar apenas problemas menores, como argiria
(doenga causada pela absorgao de prata pelo organismo, cujo principal sintoma é a
pele azulada), e que sao conhecidos poucos casos de envenenamento por prata em
trabalhadores com extrema exposi¢cdo ao metal, particulas de prata podem ter
efeitos diferentes no organismo humano, e poucos trabalhos tentam mostrar os

efeitos citotoxicos das nanoparticulas de prata.

3.3 Ressonancia de plasmon

Uma caracteristica interessante das nanoparticulas de prata (na verdade, de
qualquer nanoparticula metdlica) se refere as bandas plasmon. Quando radiagdo
eletromagnética de um determinado comprimento de onda incide sobre
nanoparticulas metalicas, os elétrons mais externos das particulas entram em
ressonancia com a onda de radiacdo, gerando uma absorcao muito maior do que se
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tem em corpos maiores. Sao absorvidas ondas de comprimentos especificos,
dependendo, entre outras coisas, do metal constituinte, do tamanho médio e da
forma das particulas, e do meio dispersante (viscosidade, ions e moléculas
presentes, etc). As nanoparticulas de prata, por exemplo, tem uma absorcao
caracteristica de comprimentos de onda em torno de 400 nm, sendo que o tamanho
das particulas influencia diretamente a posicdo do pico de absorgcdo, ou seja,
particulas menores apresentam um pico de absor¢cdo em comprimentos de ondas
menores, e particulas maiores absorvem comprimentos de onda maiores. Assim, a
distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas determina a largura da curva de
absorcdo. Populagbes de particulas com tamanhos muito préximos apresentam
curvas bem estreitas, enquanto que populacdes polidispersas apresentam curvas de
absorcédo mais largas (Leopold e Lendl, 2003; Brandl et al.,2006).

Como o efeito plasmon é causado pela ressonancia dos elétrons da superficie das
nanoparticulas, alteracbes nessas superficies geram alteragcdes nas bandas de
absorgao. Isso faz com que particulas de determinados metais, como prata e ouro,
apresentem um alto potencial de aplicagdo no ramo de detecgcdo 6Otica de varios
compostos que apresentem ligacdes caracteristicas com a superficie desses metais.
Como as superficies das nanoparticulas de prata e ouro podem ser conjugadas
facilmente a ligantes de relevancia bioldgica, muitas estratégias de deteccdo de
biomoléculas estdo em desenvolvimento (Lu et al., 2009). Como exemplos, podemos
citar trabalhos discutindo o uso de nanoparticulas de prata na detecgao de cristal
violeta, que é usado em bancos de sangue para eliminar parasitas da doenca de
Chagas (Santana et al., 2006), e a detecgcao de ions de mercario em concentracdes
na ordem de partes por bilhdo (Bera et al., 2010).
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3.4 Método de Turkevich de sintese de nanoparticulas de prata

O método do citrato foi proposto inicialmente por Turkevich em 1951, para a sintese
de nanoparticulas de ouro, e em 1982, foi adaptado por Lee e Meisel para a sintese
de nanoparticulas de prata (Turkevich et al., 1951; Lee e Meisel, 1982).

O método consiste em aquecer uma solugdo de nitrato de prata até a ebulicao, e
adicionar uma solugao contendo citrato de sédio. O citrato de sddio (CsHsNazO7) se
oxida, formando dicarboxilcetona e liberando elétrons que reduzem os ions de prata.
A Figura 1 mostra a reacdo de oxidacdo do acido citrico. Embora haja formacéao de
fons H*, o pH do meio reacional ndo muda muito, pois as concentragdes sio
relativamente baixas, e a variagcdo de pH podem ser de, no maximo, 0,5 (Jiang et al.,
2009).

+ CO, +2H" +2e

Figura 1 - Reagao de oxidagao do citrato em dicarboxilcetona

Turkevich explorou muito esse método, chegando a conclusédo de que, com simples
mudangas nos parametros de reagdo, como a raz&o entre concentragdes de citrato e
de sal de ouro, poderia alterar o tamanho das particulas e a velocidade de reacgéo.
Mostrou que quanto mais citrato havia em excesso, menores eram as particulas de

ouro geradas e mais rapida a reagdo, mas para proporcoes molares maiores que 3:1
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de citrato:ouro, a diminuicdo no tamanho e o aumento da velocidade de reagdo eram

insignificantes.

A sintese de nanoparticulas de prata, no entanto, ndo segue a mesma regra.
Demonstrou-se que, com o aumento da razdo entre citrato e prata, a reagao ficava

mais lenta e as particulas maiores (Jiang et al., 2010; Pillai et al., 2004).

Uma hipotese que explicaria isso diz que os ions citrato tém uma forte afinidade com
a prata, formando complexos com os precursores Agz* e Ags*. Dessa forma, muitos
atomos de prata metalica sao retidos pelos ions de citrato, dificultando a formagéao

dos nucleos primarios.

Outro ponto importante a respeito dos ions de citrato é o fato deles terem 3 espécies
diferentes, dependendo do pH do meio, podendo ser totalmente desprotonado (Cit™®),
monoprotonado (H:Cit?), diprotonado (H2Cit"), ou ficar em sua forma nao ionizada
(HsCit). Dessas espécies, a mais reativa é a totalmente desprotonada (Cit®), a qual é
favorecida em valores de pH alcalinos. A figura 2 mostra o grau de ionizagdo, em
funcdo do pH. Pode-se ver que em pH 7 a maior parte dos ions se encontram nas
formas desprotonada e monoprotonada, quando o pH atinge 8 e 9, os ions estdo
quase que totalmente na forma desprotonada (Patungwasa e Hodak, 2008).
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Figura 2 - Grau de ionizacédo dos ions de citrato, em fun¢éo do pH

Essa caracteristica do citrato em assumir diferentes espécies dependendo do pH
nos oferece a possibilidade de termos diferentes particulas para valores diferentes
de pH. Em pH 6, por exemplo, com a predominancia de Cit? foram produzidas
nanoparticulas de ouro em torno de 100 nm, enquanto que em pH 8, o tamanho se

reduziu para 20 nm (Turkevich et al., 1954).

Apesar de alguns trabalhos citarem os efeitos do pH e temperatura sobre a
formagdo de nanoparticulas de prata, estudos detalhados sobre a evolugdo das

particulas ao longo do tempo, da conversdo da reag@o ainda sdo escassos.
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3.5 A¢do bactericida

Apesar de a prata ter propriedades antimicrobianas conhecidas ha muito tempo, o
mecanismo de acdo ainda nao foi completamente desvendado. Entre as hipoteses
de mecanismo de atuacao, temos trés que sdo as mais comuns (Marambio-Jones
and Hoek, 2010):

e Geragao de ROS (Reactive Oxygen Species) pelas nanoparticulas e pelos
ions Ag";

e Absorcdo de Ag’ pelas células, seguida de quebra de produgdo de ATP
(Adenosina tri-fosfato) e da replicagao de DNA; e

e Dano direto a membrana pelas nanoparticulas.

A Figura 3 ilustra os diversos mecanismos, que serdao apresentados com maiores

detalhes a seguir.
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Figura 3 — Esquema mostrando os possiveis mecanismos de atuagao da prata.

Geracao de ROS (Reactive Oxygen Species)

Dentro das células, pequenas quantidades de ROS sao produzidas naturalmente,
como subprodutos do metabolismo celular. Essas pequenas quantidades de ROS
sdo controladas pelas defesas antioxidantes, formadas principalmente pelo equilibrio
entre a glutationa (GSH) e o dissulfeto de glutationa (GSSG), conforme as equagbes

abaixo:
2 GSH + R-O0OH = GSSG + R-OH + H20
2 GSH + R-SSH > GSSG + R-SH

Caso esse mecanismo venha a falhar, permitindo que aumente a concentragao de
ROS intracelular, esse excesso de ROS pode atacar ndo apenas a membrana,

causando seu rompimento, mas também as mitocondrias, alterando a respiragédo e
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geracao de energia, ou ainda o DNA, causando morte da célula, ou alterando a
divisdo celular (Nel et al., 2006; Mendis et al., 2005).

Metais de vérios tipos, incluindo a prata, podem atuar como catalisadores na
formagao de ROS. As nanoparticulas de prata podem se ligar diretamente na GSH,
na GSH redutase ou outras enzimas de manutengdo do equilibrio GSH/GSSG. Ag*
também pode gerar ROS ao atuar como receptor de elétrons. Dessa forma, um
excesso de ROS é gerado dentro dos microorganismos, seja pelo aumento da
producdao de ROS, seja pelo ataque ao equilibrio de antioxidantes (Stohs and
Bagchi, 1995; Carlson et al., 2008).

Estudo em bactérias nitrificantes mostra que, além de Ag* e AgCl, nanoparticulas de
prata sdo capazes de induzir a geracdo de ROS intracelular, e que a inibicdo
bacteriana esta diretamente ligada ao aumento da geracdo de ROS induzida por
cada espécie de prata. Mas, numa mesma concentracdo de ROS, nanoparticulas
sa0 mais bactericidas, indicando que as nanoparticulas possuem algum mecanismo

antimicrobiano além da formacao de ROS (Choi e Hu, 2008).

Outros estudos mostram, ainda, que o efeito bactericida € muito dependente da
presenca de oxigénio, e que nanoparticulas de prata e nitrato de prata tém seu efeito
reduzido na presenga de antioxidantes, podendo até nao ter efeito antimicrobiano
nenhum em caso de excesso de antioxidantes (Yoon et al., 2008a, b; Kim et al.,
2007).

Geracao de Ag* das nanoparticulas e absorcao pelos microorganismos

AshaRani et al. propdem que nanoparticulas de prata entram nas células e sao
atacadas por perdoxido de hidrogénio (H20.), liberando ions de prata. Isso
aconteceria nas mitocéndrias, onde ha um excesso de H* (AshaRani et al., 2009):

AgQ® + HoO, + 2 H* > 2 Ag* + 2 H,0

Choi et al. sugerem outro mecanismo. A prata seria atacada pelo oxigénio, liberando
ions de prata. Isso pode acontecer fora da célula, com posterior absor¢ao dos ions,
ou dentro da célula, apds a nanoparticula ser absorvida (Choi et al., 2008):
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4Ag° +Os+2H,0 > 4 Ag* + 4 OH

Outros estudos dizem que o Ag" interage com enzimas da cadeia respiratéria, como
NADH desidrogenase, atrapalhando a sintese de ATP (adenosina trifosfato). Ou
ainda com proteinas de transporte da membrana, causando fuga de H*, destruindo a
forca motriz protbnica. A forca motriz protbnica é causada pela diferenca de
concentragbes de ions entre dois lados de uma membrana. Essa diferenga possui
uma energia potencial, que é utilizada pela célula para ativar diversos mecanismos
(Dibrov et al., 2002; Holt and Bard, 2005; Lok et al., 2006).

A interacdo entre Ag* e proteinas é causada pela afinidade entre ions de prata e
grupos com enxofre e nitrogénio, muito presentes em proteinas do ciclo respiratério
e de transporte (Holt and Bard, 2005; Liau et al., 1997; Petering, 1976).

fons de prata aumentam a frequéncia com que ocorrem mutacdes do DNA em
reacdes em cadeia de polimerase, e bactérias expostas a doses milimolares de Ag*
sofrem mudangas morfologicas, como diminuicdo de citoplasma, desgrudamento da
parede celular e degradacdo da membrana celular, causando vazamento de
organelas. Também ocorrem mudancgas fisiolégicas, de forma que as bactérias
continuam ativas, mas a reproducgéao é inativada (Feng et al., 2000; Jung et al., 2008;
Yang et al., 2009).

Dano direto a membrana celular

Particulas de prata interagem com a membrana, e sao capazes de entrar nas
células. Imagens de TEM (Figura 4) mostram que particulas entram na célula e
deixam “buracos” na membrana (Choi et al., 2008; Raffi et al., 2008; Sondi and
Salopek-Sondi, 2004).
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Figura 4 (AshaRani et al., 2009) - Bactérias antes (a) e depois (b) do ataque de nanoparticulas de
prata

Um trabalho mostra que particulas menores do que as particulas originais foram
encontradas no interior das bactérias, indicando dissolugao das nanoparticulas.
Particulas com superficie oxidada induziram “buracos” na parece celular, matando

microorganismos (Smetana et al., 2008).

Morones et al. relatam que somente particulas menores que 10 nm penetram ou
aderem em células de V. cholera, P. aeruginosa e S. typhus (Morones et al., 2005).
No entanto, Xu et al mostraram que particulas de até 80 nm foram transportadas
para dentro das células de P. aeruginosa (Xu et al., 2004). Esses trabalhos mostram
que ainda nao esta bem definido o tamanho maximo que uma nanoparticula de prata

pode ter para conseguir entrar nos microorganismos.

Nanoparticulas de prata revestidas de Myramistin® mostraram ataque bactericida
maior. Supbe-se que este revestimento altera a permeabilidade da membrana
celular, facilitando a entrada das particulas (Vertelov et al., 2008)

Uma hipbtese de como as nanoparticulas interagem com a membrana celular
considera que ha uma atracdo eletrostatica entre as particulas carregadas
positivamente e a membrana carregada negativamente (Raffi et al., 2008), mas isso
ndo explica como particulas carregadas negativamente também s&o afetadas.
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Também foi proposto que as particulas interagem com os grupos sulfonados das
proteinas da membrana — de modo similar aos ions de prata que se ligam as
proteinas da respiragao e de transporte (Morones et al., 2005).
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

Nitrato de prata (AgNQs), citrato de sédio (CeHsNazO;.2H20), hidréxido de sodio
(NaOH) e &cido nitrico (HNO3) em grau analitico (Sigma Aldrich Brasil) foram
utilizados sem tratamentos adicionais. Agua milli-Q foi usada em todas as
preparacoes.

Para realizar os experimentos, utilizou-se de um reator encamisado de vidro, com
agitacao mecanica constante e vigorosa. O reator é um recipiente cilindrico, vertical,
de vidro, encamisado, provido de tampa e condensador de refluxo. A Figura 5

mostra uma imagem do reator em funcionamento.

oy 4

Mg e

Figura 5 - Reator encamisado em funcionamento
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A parte interna do reator tem 10 cm de didmetro e 17 cm de altura, totalizando um
volume (til de 1335 mL. Possui 4 chicanas, para evitar a formagao de vortice
durante a agitacé@o. A agitacéo foi feita através de um impelidor de metal, com 4 péas
inclinadas em 45° de 2,5 cm, com uma rotagao de 500 rpm, gerando um sentido de
fluxo de baixo para cima.

4.2 Procedimento para sintese das nanoparticulas

O “método de Turkevich” (Turkevich et al., 1951), desenvolvido originalmente para
nanoparticulas de ouro, adaptado para gerar nanoparticulas de prata por Lee e
Meisel (Lee e Meisel, 1982), foi utilizado com algumas modificagcbes. As
nanoparticulas de prata foram geradas por redugao quimica de ions de prata (nitrato
de prata), usando citrato de s6dio como agente redutor e estabilizante, em um reator
com temperatura e agitagdo (500 rpm) constantes e sob controle.

Inicialmente, preparou-se uma solugao de citrato de s6dio 1,07 mM (variagcao entre
1,06 e 1,08 mM), e ajustou-se o pH para valores em torno de 7, 8 ou 9 usando
hidroxido de sddio ou acido nitrico (valores variaram entre 7,02 e 7,1, entre 8,02 e
8,11, e entre 9,02 e 9,14, respectivamente). Colocou-se 1 L desta solugdo no reator
€ aqueceu-se até 85, 90 ou 95 °C, com variacdes de temperatura menores que 1 °C,
usando um banho termostatico. Depois, uma quantidade de nitrato de prata era
solubilizada em 10 mL, e adicionada ao reator, de forma que a concentracéo ficasse
em torno de 1,07 mM. As quantidades de nitrato de prata variaram entre 179,95 e
187,5 mg (gerando as concentragdes de 1,059 e 1,103 mM, respectivamente).

A cada 5 minutos, aliquotas eram retiradas do reator e colocadas em banho de gelo,
para que a reacao fosse interrompida, e foram reservadas para analises posteriores.
Para garantir que o volume reacional ndo variasse por causa da evaporacao, um
condensador de vidro foi conectado ao reator, criando um sistema de refluxo. Todo o
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sistema é selado, exceto pela saida do condensador, de forma que todo o vapor
gerado é condensado e volta para o sistema reacional.

Valores de temperatura e pH inferiores aos citados foram testados, mas nao levaram
a formacao de nanoparticulas de prata dentro de algumas horas.

Parametros como ordem de adicdo dos reagentes e grau de agitacdo podem
influenciar a formacao das nanoparticulas. Assim, decidiu-se que esses parametros
fossem mantidos sempre os mesmos, em todos os experimentos.

4.3 Métodos de caracterizacao

As medi¢cdes de pH foram feitas a 25 °C no instrumento Accumet AR20, Fisher
Scientific, USA.

As aliquotas do reator, ap6s resfriadas, foram diluidas 12 vezes com agua
deionizada e analisadas por espectrometria de luz UV-VIS num espectrofotdmetro
Beckman DU-640, USA. As leituras de absorbancia das aliquotas do reator foram
feitas a 25 °C, em uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6tico.

As distribuicées de tamanho das particulas foram determinadas por espalhamento
dinamico de luz, (DLS - Dynamic Light Scattering) a 25 °C usando o equipamento N4
Plus Submicron Particle Size Analyzer, Beckman Coulter, com um &ngulo de
espalhamento de 90°. As determinacbes foram realizadas diretamente a partir das
solugdes amostradas do reator.

A analise morfoloégica das nanoparticulas de prata foi realizada num microscépio
eletrénico de varredura por emissdo de campo (Field Emission Scanning Electron
Microscope — FEG SEM) marca Jeol modelo JSM-4701F, na Central Analitica, do
Institudo de Quimica da USP. Para se fazer as imagens de microscopia, eram
colocadas gotas de cada amostra em um suporte de latdo polido, que era deixado
em uma estufa a 65 °C durante a noite para secar.
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As concentragoes de prata ibnica foram determinadas por ICP—AES (Espectrometria
de Emisséao Atdmica por Plasma Acoplado Indutivamente). Antes da analise de ICP,
as amostras sofreram digestdao a 120 °C usando &cido nitrico concentrado (HNO3),
de forma a eliminar interferéncias de material organico, e para transformar toda a
prata metalica (Ag®) em prata i6nica (Ag*). A andlise de ICP-ICS foi realizada para 3
ensaios: pH7 e 95 °C, pH 8 e 90 °C, e pH 9 € 95 °C.

4.4 Conversao

A conversao é definida como a parcela da prata adicionada que é convertida em
prata metalica na forma de particulas nanométricas. Ela foi determinada conforme o
seguinte procedimento: as amostras foram colocadas em 6 frascos de centrifugagéo
de 2 mL e centrifugadas a 13.000 rpm (= 15.700 rcf) por 1 hora. A metade superior
de sobrenadante foi recolhida de cada frasco, e reservada para andlise do teor de
prata por ICP. Foram feitas analises de ICP das amostras brutas (sem centrifugacao)
e das amostras centrifugadas.

A analise ICP das amostras brutas mostraram o total de prata no meio reacional.
Comparando com a prata total no inicio da reacao, foi possivel determinar que uma
quantidade pouco significativa de prata se perde no processo.

A andlise ICP das amostras centrifugadas revelou apenas a quantidade de prata
ibnica no meio reacional, indicando quanto da prata ainda nao reagiu. Comparando
com o total inicial de prata, calculou-se a conversdo da reagcdo em um determinado

instante.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Estudos exploratodrios

Visualmente, a evolugao tipica da reacdo é a seguinte: apds alguns minutos de
reacdo, a mistura inicialmente incolor comeca a apresentar uma cor amarelada,
indicando o inicio da formagcdo das nanoparticulas de prata. Com o tempo, a cor
amarelada se intensifica, passando gradativamente a amarronzado. Em alguns
ensaios, desenvolve-se em seguida uma cor de caramelo ainda translicido,
caramelo turvo, e, por ultimo, cinza bem turvo, indicativa da presenca de agregados

micrométricos.

A Tabela 1 mostra as condigdes dos experimentos realizados.

Tabela 1 - Experimentos realizados e condi¢gdes de processo

Run T(°C) [AgNOs;] [Citrato] Proporgdo citrato/Ag pH Tempo MedigOes ao

(mM) (mM) (mol/mol) (min) longo do tempo?
1 85 1,06 0,68 100/156 8 40+ 90* -
2 85 1,06 0,68 100/156 8 40 +90* -
3 85 1,06 0,68 100/156 8 40+ 90* -
4 97 1,06 10,6 10/1 8 40 +90* Sim
6 85 1,06 10,6 10/1 8 40+ 90* -
10 85 1,06 5,3 5/1 8 40 +90* -
11 85 1,06 53 5/1 8 40+ 90* Sim
12 85 1,06 10,6 10/1 8 40 +90* Sim
13 85 1,06 10,6 10/1 8 20 -
14 85 1,06 1,06 1/1 8 40 -
16 85 1,06 1,06 1/1 8 30 -
17 85 1,06 1,06 1/1 8 20 -
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18 75 1,06 1,06 1/1 8 90+60* Sim
19 85 1,06 1,06 1/1 8 55 Sim
20 90 1,06 1,06 1/1 8 50 Sim
21 95 1,06 1,06 1/1 8 50 Sim
22 85 1,06 1,06 1/1 9 90 Sim
23 95 1,06 1,06 1/1 9 90 Sim
24 90 1,06 1,06 1/1 9 90 Sim
25 95 1,06 1,06 1/1 7 90 Sim
26 90 1,06 1,06 1/1 7 90 Sim
27 85 1,06 1,06 1/1 7 90 Sim

* - Nesses experimentos, o segundo nimero é o tempo em que o meio reacional foi deixado esfriando de
forma natural até a temperatura ambiente. Os outros experimentos tiveram a temperatura reduzida de forma
brusca, usando banho de gelo.

A Figura 6 mostra a evolucéo do espectro de absorcédo UV-Vis com o tempo para um
ensaio a 90 °C e pH 9. Pode-se ver que o pico de absorcao se eleva com o tempo,
indicando um aumento da concentracdo de particulas dispersas. Além disso, a
absorbancia maxima situa-se entre 430 e 460 nm, o que esta de acordo com a
ressonancia plasmon de nanoparticulas de prata. O comprimento de onda onde
ocorre 0 maximo de absor¢cdo no espectro UV-VIS de solugbes coloidais esta
relacionado ao tamanho médio das particulas, enquanto que a largura da banda de
absorcao na metade da altura relaciona-se a dispersdo dos tamanhos das particulas
(Leopold e Lendl, 2003). Logo, esses resultados indicam que houve variagdo do

tamanho médio das particulas com o tempo.
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Figura 6 - Espectro de absorgdo UV-Vis ao longo do tempo, do experimento realizado a 90 °C e pH 9
— ensaio 24.

As Figuras 7, 8 e 9 mostram a absor¢gdo maxima com o tempo para os experimentos
utilizando valores de pH 7 e 9, entre 85 e 95 °C. Preliminarmente, admitimos para
esta analise que a absorbancia esta diretamente relacionada com a conversao da
prata ibnica em prata metdlica (esse assunto serda melhor discutido adiante). A
reacdo apresenta um tempo de indugdo, onde a absorbéncia ndo se altera, seguida
de uma fase de crescimento em forma de S, ap6s o qual a absorbancia nao mais se

altera, indicando o final da reacéo.

Observamos nas figuras 7 e 8 que, para um dado valor de pH, as absorbancias
tendem a um mesmo valor maximo, e que a temperatura somente influi na
velocidade com que esse maximo € atingido, ou seja, na velocidade da reagao.
Podemos notar, também, que esse valor maximo de absorbancia é diferente para
diferentes valores de pH, sendo maior em pH 9 do que em pH 7. Assim, supomos
que a conversao em pH 9 fosse maior que em pH 7.
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Pode-se ver, pela figura 9, que a curva atinge metade do valor maximo em 15
minutos de reacdo quando usamos pH 9, e em 25 minutos quando usamos pH 7,
indicando que o pH influencia tanto a velocidade de rea¢do, quanto o valor maximo

de conversao.
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Figura 7 - Absorbancia ao longo do tempo, pH 9 e temperaturas de 85, 90 e 95 °C
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Essa hipdtese da conversdo ser proporcional a absorbancia se mostrou
parcialmente falsa, como veremos na andlise de conversdo usando ICP, mais

adiante.

As andlises de DLS forneceram as distribuicbes de tamanho das particulas, como
podemos ver exemplificada na Figura 10.

Na maioria dos casos, detectou-se duas “populagdes” com tamanhos distintos: uma
populagdo de particulas pequenas, por volta de 10 nm, e outra populagdo de

particulas maiores, em torno de 80 nm.

S0P Intensity Peak
13_01_2011_tarde, Run Started 13-Jan-11 at 17:54:03, 90.0 Degrees, B0 Seconds

25

Intensiy

1 2 3 4 § 6 7 8810 20 30 40 S0 60 7080 100 200 300 400 500600 800 1000
Size (nm)

Figura 10 - Distribuicdo de tamanhos por DLS das particulas do experimento 3, em pH 8 e 85 °C, ao
final da reacéo

A presenca dessas duas populagdes pode ser vista na maioria dos casos, conforme
mostrado na Tabela 2. Em alguns poucos casos, detectou-se uma terceira

populagdo, ou ainda uma unica populagéao.
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Entretanto, a andlise em DLS utiliza modelagens adequadas apenas para particulas
com formatos aproximadamente esféricos, e ndo diferencia uma particula de um
aglomerado de particulas. Dessa forma, foi também realizada analise de tamanhos a
partir de imagens de microscopia eletrénica de varredura.

Tabela 2 — Faixas de tamanhos médios das particulas obtidos por DLS

T(°C) Proporgio pH Tempo >90 50-90 10-20 5-10

citrato/Ag (min) nm nm nm nm

(mol/mol)
1 85 100/156 8 40 + 90* 77,8 15,2 5,5
2 85 100/156 8 40 + 90* 79,5 11,3
3 85 100/156 8 40 + 90* 76,7 8,9
4 97 10/1 8 40 + 90* 113,6 12,1
6 85 10/1 8 40 + 90* 131,3 21,7
10 85 5/1 8 40 + 90* 75,3 9,3 2,7
11 85 5/1 8 40 + 90* 81,2 10
12 85 10/1 8 40 + 90* 80,1 7,7
13 85 10/1 8 20 61,8 5,5
14 85 1/1 8 40 76,4 8,1
16 85 1/1 8 30 70,5 6,2
17 85 1/1 8 20 58,6 4,2
18 75 1/1 8 90+60* 76,9 6,6
19 85 1/1 8 55 88,5 8,3
20 90 1/1 8 50 92,7 15,3
21 95 1/1 8 50 85,8 12,3
22 85 1/1 9 90 89,8 10,6
23 95 1/1 9 90 63,4 6,3
24 90 1/1 9 90 88,2
25 95 1/1 7 90 92,6 14
26 90 1/1 7 90 99

* - Nesses experimentos, o segundo nimero é o tempo em que o meio reacional foi deixado esfriando de
forma natural até a temperatura ambiente. Os outros experimentos tiveram a temperatura reduzida de forma
brusca, usando banho de gelo.

Imagens de microscopia eletrdnica de varredura foram geradas a partir das aliquotas
tiradas aos 20 e aos 40 minutos de reagdo, nos valores de pH 7 e 9, nas
temperaturas de 85, 90 e 95 °C. Apesar de terem sido tomadas nos mesmos tempos

de reacao, as aliquotas de diferentes condigbes de processo apresentam particulas
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em diferentes estagios de desenvolvimento. Por exemplo, ao observar a Figura 7,
podemos ver que, aos 40 minutos de reacao, a curva de absorbancia de 85 °C ainda
esta aumentando, enquanto que aos 90 e 95 °C, no mesmo tempo de reacao, a
curva estd entrando em sua parte quase horizontal correspondendo ao final da
reacdo. A Tabela 3 apresenta os tamanhos médios obtidos, assim como
informagdes sobre morfologia (se sao particulas dispersas ou agregadas).

Tabela 3 — Estado de agregagao e tamanhos médios das particulas obtidos por analise das imagens

de MEV
Run pH T Populagdo de Populagdo de Populagdo de Populagdo de
(°C) particulas particulas particulas particulas
menores, depois maiores, depois menores, depois maiores, depois
de 20 minutos de 20 minutos de 40 minutos de 40 minutos
27 7 85  Agregados entre Ausente Agregados de 23 Dispersas de 57
10e 33 nm nm nm
26 7 90  Agregados entre Ausente Agregados de 16 Dispersas de 66
11e44 nm nm nm
25 7 95  Agregados entre Ausente Dispersas de 12 Dispersas de 95
21e61nm nm nm
19 8 85 Dispersas de 17 Dispersas de 68 Ausente Dispersas de 61
nm nm nm
20 8 90  Agregados entre Ausente Ausente Dispersas de 64
30 e 100 nm nm
21 8 95 Dispersas de 17 Agregados de 73 Ausente Dispersas de 81
nm nm nm
22 9 85 Dispersas de 23 Ausente Dispersas de 25 Ausente
nm nm
24 9 90  Agregados de 18 Dispersas de 64 Dispersas de 12 Dispersas de 67
nm nm nm nm
23 9 95 Dispersas de 12 Dispersas de 68 Ausente Dispersas de 63
nm nm nm

As Figuras 11 a 16 mostram nanoparticulas de prata em diferentes estagios de
desenvolvimento. As Figuras 11 e 12 mostram as particulas em seus estagios
iniciais da reacdo, correspondendo ao periodo em que se inicia 0 aumento da
absorbancia com o tempo nas figuras 7 a 9. Estas particulas foram geradas a 90 °C
e pH 7 (Figura 11), e a 85 °C e pH 7 (Figura 12), coletadas apdés 20 minutos de
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reacdo. Possuem em torno de 10 nm, com formas irregulares, e formam pequenos
agregados de até 44 nm.

As Figuras 13 e 14 apresentam nanoparticulas de prata em estagios intermediarios
de reacado, correspondendo ao periodo em que a absorbancia aumenta com o
tempo. Estas nanoparticulas foram sintetizadas a 95 °C e pH 7 apés 40 minutos de
reacao (Figura 13), e a 90 °C e pH 9 apdés 20 minutos de reacdo (Figura 14).
Podemos ver duas populagdes de particulas dispersas de tamanhos bem distintos,
confirmando as analises em DLS.

As Figuras 15 e 16 apresentam nanoparticulas no estagio final da reacao, quando a
absorbancia estabiliza-se. Elas foram sintetizadas a 95 °C e pH 9 apds 40 minutos
de reagao (Figura 15), e a 85 °C e pH 8 ap6s 40 minutos de reacao (Figura 16).
Podemos ver que as particulas menores desapareceram, cedendo lugar as

particulas maiores.

Baseando-nos na Tabela 3 e nas Figuras 11 a 16, sugerimos a seguinte rota de
formacao e amadurecimento das particulas: (i) formam-se particulas de tamanhos
uniformes, mas de formas irregulares, por volta de 10 nm, podendo formar pequenos
aglomerados entre 30 e 40 nm (Figuras 11 e 12); (i) algumas particulas se
aglomeram e crescem, formando particulas policristalinas em torno de 70 nm, e
outras mais instaveis se dissolvem gradativamente (“Ostwald Ripening”
amadurecimento de Ostwald), formando duas popula¢des de particulas dispersas de
tamanhos distintos (Figuras 13 e 14); (iii) as particulas menores desaparecem,
dando lugar as particulas maiores, entre 70 e 90 nm (Figuras 15 e 16).

Podemos ver, também, que se formam, em menor escala, placas triangulares e
bastonetes em algumas condicées de sintese, como podemos ver na Figura 17.
Aparentemente, a formagcao de bastonetes e tridngulos é mais lenta, pois foram
detectados nas imagens das amostras retiradas apds 40 minutos de reacdo, mas
nao aos 20 minutos (com excegado do experimento a 95 °C e pH 9, que apresentou
bastonetes e tridngulos nos dois tempos observados). Nas condi¢cdes de pH 7 a 85
°C,pH 7 a 90 °C, e pH 9 a 85 °C, nao foram detectados bastonetes nem tridngulos
em nenhum tempo.
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SEl 100KV X50,000 100nm WD 6.1mm

Figura 11 - Nanoparticulas no estagio inicial da reagéo, geradas a 90 °C e pH 7, 20 minutos de
reagao.

e

SEl 100KV X50,000 100nm WD 6.1mm

Figura 12 - Nanoparticulas no estagio inicial da reagéo, geradas a 85 °C e pH 7, 20 minutos de
reagao.
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SEl 100KV X50,000 100nm WD 8.1mm

Figura 13 - Nanoparticulas em estagio intermediario da reacgéo, geradas a 95 °C e pH 7, 40 minutos
de reacao.

SEl 100KV X50,000 100nm WD 6.1mm

Figura 14 - Nanoparticulas em estagio intermediario da reacgéo, geradas a 90 °C e pH 9, 20 minutos
de reagao.
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SEl 100KV X50,000 100nm WD 8.0mm

Figura 15 - Nanoparticulas no estagio final da reagéo, geradas a 95 °C e pH 9, 40 minutos de reagéo.

SFEI 50KV X45000 100nm WD 4.4mm

Figura 16 - Nanoparticulas no estégio final da reacéo, geradas a 85 °C e pH 8, 40 minutos de reacéo.
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SEI 50kY  X40,000 100nm WD 4.3mm

Figura 17 - Nanoparticulas no estagio final da reagédo, geradas a 95 °C e pH 8, 40 minutos de reagéo
- Nota-se a presenga de alguns bastonetes e triangulos.

Para se verificar a validade da hipétese desenvolvida, foi decidido que mais ensaios
eram necesséarios. Desses ensaios, foram geradas novas imagens das
nanoparticulas, que serviram de base para a andlise do desenvolvimento

morfologico das particulas, a seguir.

5.2 Anadlise morfolégica da cristalizacao

Para avaliar as transformagbes sofridas pelas nanoparticulas em detalhes, foram
realizadas micrografias em diferentes tempos de reacdo para as diversas condi¢cdes
de pH e temperatura utilizadas. Apresentamos a seguir uma reagdo tipica, com
todas as etapas de desenvolvimento das nanoparticulas, realizada nas condigdes de
pH 8 e a 90 °C. Em alguns experimentos com outras condigbes, o desenvolvimento
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aparenta “pular” etapas, ou ndo chega a atingir as etapas finais. Isso se deve as
escolhas de tempo de reacéo.

Aos 10 minutos de reagdo (Figura 18), podemos ver uma grande quantidade de
particulas pequenas, muitas formando aglomerados, e algumas isoladas (essa
formacao de grandes quantidades de pequenas particulas logo no inicio da reacao
foi observada em todas as condi¢gbes estudadas — ver Anexo A). Aos 15 minutos de
reacao (Figura 19), as particulas estao distribuidas de forma mais uniforme, tanto em
relagdo aos tamanhos, quanto a formagdo de aglomerados. E possivel que as
particulas mais instaveis ja estejam se dissolvendo. Aos 20 minutos de reacao
(Figura 20), notamos uma diminuigdo na quantidade de particulas, assim como um
aumento no tamanho médio. Também podemos ver que apareceram algumas
particulas de maior tamanho. Aos 40 minutos de reacao (Figura 21), as particulas
aparecem menos aglomeradas, e a presenca de dois tamanhos diferentes de
particulas fica mais evidente. Aos 60 minutos (Figura 22) as particulas de menor
tamanho sdo muito poucas. Aos 80 minutos (Figura 23) e aos 120 minutos (Figura
24), nao mais encontramos as particulas menores, e aparentemente, as particulas
param de crescer quando atingem em torno de 70 nm. Vemos muitas particulas

grandes aglomeradas, e muito poucas isoladas.
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50KV X50000 100nm WD 60mm

¥ A

SEI 5.0kyY  X10,000 1um WD 6.0m m>

Figura 18 — Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 10 minutos de reagao.
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SEI 50KV X50000 100nm WD 6.0mm

SEl 50k X10,000 1um WD 6.0mm

Figura 19 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 15 minutos de reacgéo.
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SEI 5.0k  X10,000 1um WD 6.0mm

Figura 20 — Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 20 minutos de reagao.
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SEI 50kY X1 0_.006 1um WD 59mm

Figura 21 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 40 minutos de reagéao.
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5.0kv 10,000 1um WD 6.0mm

SEI 50KV X50,000 100nm WD 6.0mm

Figura 22 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 60 minutos de reagéao.
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SEI 5.0kv

fa -

¥10,000 Tum WD 6.0mm

SEI 50KV X50,000 100nm WD 6.0mm

Figura 23 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 80 minutos de reagéao.
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SEI 50KV X50000 100nm WD 6.0mm

Figura 24 - Nanoparticulas geradas a 90 °C e pH 8, 120 minutos de reagao.
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Podemos ver, pelas imagens de outros experimentos (ver anexo A), que as
particulas se formam e se desenvolvem de uma maneira muito parecida em todas as
situagbes analisadas, variando apenas o tempo de reagao necesséario para passar
de um estagio pra outro.

Aparentemente, as particulas se formam em grande quantidade logo no inicio da
reacao, e se juntam formando pequenos aglomerados. Nesse estagio, existem muito
poucas particulas isoladas. Essas particulas iniciais parecem ser instaveis, pois no
proximo estdgio de desenvolvimento, vemos uma diminuigdo das particulas

aglomeradas e um aumento na proporcao de particulas isoladas.

No estagio seguinte, se observa que “surgem” particulas isoladas de maior tamanho.
E possivel que essas particulas maiores sejam as particulas formadas previamente,
mas que tinham estrutura mais estavel, de forma que continuaram a crescer,
enquanto que outras, mais instaveis, se dissolveram (amadurecimento de Ostwald).
Nesse estagio, dificilmente encontramos aglomerados, apenas particulas isoladas
de dois tamanhos diferentes.

Em seguida, verifica-se que as particulas menores (tanto as isoladas quanto as
aglomeradas) vao se tornando mais raras. Possivelmente, elas se dissolvem,

conforme as particulas maiores continuam a crescer.

Finalmente, chega-se a um ponto onde restam apenas particulas grandes, que

permanecem isoladas ou formam grandes aglomerados.

5.3 Conversao

A Figura 25 mostra a evolugdo da concentracdo de prata iGnica (prata que nao
reagiu), e da concentracdo de prata total (prata idbnica mais prata na forma de
nanoparticulas) no meio reacional obtidas em pH 8 e temperatura de 90 °C. Pode-se
ver que a prata total se altera muito pouco ao longo do tempo, indicando que uma
parcela desprezivel da massa de prata se perde durante o processo (nas paredes do
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reator, por exemplo). Ja a concentragdo de prata idnica diminui bastante, chegando
a atingir valores abaixo do limite de deteccdo do equipamento (0,01 mg/L). Estes
resultados mostram que a conversdao, ao final do experimento, €& de

aproximadamente 100%, isto &, quase toda a prata inicial se converte em prata
metalica.

Evolucgéo da concentracao de Prata - 90 °C, pH 8
105
90 %%+ - + +
75 X
)
B 60 X Prata i6nica
E x
= 45
=]
2 + Prata Total
30 o
15
0 T . X x . X
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 25 - Concentragbes de prata idnica e total ao longo do tempo para ensaio a pH 8 e 90 °C.
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Evolucao comparativa da conversao
100 A 4 3 .
A
__ 80 A X95°C-pH 7
= + +90°C-pH 8
g o0 - A95°C - pH 9
> X "
¢ 40 -~ -
=
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20 A >-IS
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0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 26 - Evolucéo da conversdo em 3 experimentos de diferentes condigdes.

Podemos ver pela Figura 26, que a reacao apresenta um tempo de inducéo, onde
nao se observa conversao significativa. Em seguida, ha uma fase de aumento da
conversdao em forma de S, seguida de uma aproximacado lenta para a conversao
maxima, que é sempre proxima a 100%.

Considerando que a absorbancia mantém uma relagédo direta com a converséo (ver
adiante), e observando as figuras 7, 8, 9 e 26, pode-se ver que o tempo de inducéo
e a velocidade de reagdo dependem tanto da temperatura quanto do pH, sendo que
esse tempo é menor quando pH e temperatura sdo altos. A conversao é mais rapida
em ph 9 e 95 °C, do que em temperaturas e pH’s mais baixos. Esse resultado
mostra que as formas menos protonadas do ion citrato sdo mais reativas,
confirmando o encontrado na literatura (Patungwasa e Hodak, 2008).

Comparando as curvas de conversao com as imagens MEV, podemos concluir
também que cada uma das etapas de desenvolvimento das nanoparticulas estdo

muito bem relacionadas com determinadas regides da curva de conversao. Como
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exemplo, podemos ver que aos 20 minutos, a reagcdo a 95 °C e pH 7 (Figura A 16,
do Anexo A) ainda apresenta particulas em estagio inicial, mas aos 30 minutos
(Figura A 17, Anexo A), elas ja se encontram no estagio intermediario, apresentando
particulas com dois tamanhos distintos. A mudanca do estagio inicial para o
intermediario aconteceu entre os 20 e 30 minutos de reagao. Pela Figura 29, vemos
que o estagio inicial termina entre 20 e 50% de conversao. A Figura A 19 (Anexo A)
mostra que aos 60 minutos j& ndo encontramos particulas pequenas, estando no
estagio final. A mudanga do estagio intermediario para o final aconteceu entre 40 e
60 minutos de reagdo, que corresponde, pela Figura 29, a algo entre 80 e 100% de

conversao.

Fazendo a mesma andlise para as outras condi¢oes, temos que, para pH 8 € 90 °C,
a mudanga entre estagio inicial e intermediario ocorre entre 15 e 20 minutos de
reacao (Figuras 19 e 20), algo em torno dos 15% de conversao; a mudanga do
estagio intermediario ocorre logo depois dos 60 minutos de reagdo (Figura 22),
quando a reacao ja esta em 100% de conversdo. Para pH 9, 90 °C, a mudancga do
estagio inicial para o intermediario acontece entre 10 e 15 minutos de reacgao
(Figuras A 31 e A 32, Anexo A), algo entre 20 e 40% de conversao; a mudanca do
estagio intermediario para o final acontece entre 40 e 60 minutos de reacao (Figuras
A 32 e A 34, Anexo A), quando a conversao ja alcangou seu maximo.

Richards et al. notaram, em seus experimentos, que as nanoparticulas de prata
seguiam um mecanismo de nucleagdo e crescimento muito semelhante ao
encontrado em nossos ensaios. Eles chegaram a conclusdo de que 0 mecanismo
envolve a nucleacdo classica no inicio da reagdo, seguido por um crescimento
agregativo (formando particulas policristalinas), e finalmente, amadurecimento de
Ostwald (Ostwald ripening), todos acontecendo em tempos diferentes (Richards et
al.,, 2010). Com isso, vemos que nossos resultados confirmam o encontrado na
literatura. A Figura 27 mostra essas etapas encontradas por Richards, sendo V(t) o
volume total das particulas no meio reacional. Podemos ver também que nossos
experimentos mostraram uma etapa adicional em alguns casos: a aglomeragao

entre particulas grandes ao final do experimento.
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Figura 27 - Mecanismo de nucleagdo e crescimento das particulas. kg € a constante de crescimento
(growth) e kogr € a constante do amadurecimento de Ostwald (Ostwad Ripening).

5.4 Relacao entre conversao e absorbancia

As Figuras 28, 29 e 30 mostram a evolucéo da conversao da prata e a evolugao da
absorbéancia ao longo do tempo, em trés diferentes condicbes. Podemos ver que

existe uma relagao direta entre conversao e absorbancia.



Conversdo e absorbanciaao longo do tempo-pH 7 e 95°C
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Figura 28 - Converséo e absorbancia ao longo do tempo, a 95 °C e pH 7.
Conversao e absorbanciaaolongo do tempo-pH 8 e 90 °C
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Figura 29 - Conversao e absorbancia ao longo do tempo, a 90 °C e pH 8.
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Conversdo e absorbancia ao longo dotempo-pH 9 e 95 °C
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Figura 30 - Conversao e absorbancia ao longo do tempo, a 95 °C e pH 9.

Assim, é possivel estimar a conversao da reacdo (e a concentracdo de prata, por
consequéncia) a partir de dados da absorbancia. Esse é um resultado muito positivo,
uma vez que andlises de ICP sdo muito mais caras e demoradas do que as
medigcdes de absorbancia, sem contar os custos de aquisicdo e manutengcdo dos
equipamentos, e a necessidade de pessoal treinado e qualificado.

Nota-se, também, que, mesmo com diferentes valores finais de absorbancia,
experimentos de condi¢des diferentes também atingem a mesma conversao final de

aproximadamente 100%, como podemos ver pelas Figuras 26 e 31.
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Evolugao comparativa da absorbancia
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Figura 31 - Evolucédo da absorbancia em 3 experimentos de diferentes condigdes.

Como em cada experimento o valor de 100% de conversao se relaciona a valores
diferentes de absorbancia maxima, deve-se utilizar valores de Absorbancia relativa
ao estimar as conversdes, atribuindo o valor 100 para o valor maximo de absor¢éo,
e 0 (zero) para o valor minimo. Dessa forma, chega-se facilmente as estimativas das
conversdes intermediarias. Deve-se tomar o cuidado de ter certeza de que a
absorbancia se estabilizou em seu valor maximo, ou o valor de 100% de conversao

seria atribuido a um valor errado de absorbancia.

As Figuras 32, 33 e 34 mostram a evolugao da absorbéancia relativa e da conversao

para os 3 ensaios.
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Figura 32 - Evolucéo da converséo e da absorbancia relativa ao longo do tempo, em pH 7 e 95 °C.
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Figura 33 - Evolucdo da converséo e da absorbancia relativa ao longo do tempo, em pH 8 e 90 °C.
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Conversdo e absorbanciarelativacomotempo-pH 9 e 95 °C
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Figura 34 - Evolucdo da converséo e da absorbancia relativa ao longo do tempo, em pH 9 e 95 °C.

Com os dados de absorbancia relativa e de conversao, foram gerados os gréaficos
com as correlacdes para cada ensaio (Figuras 35, 36 e 37), e para os 3 ensaios
(Figura 38).
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Figura 35 - Relagao entre Conversao e Absorbancia Relativa, em pH 7 e 95 °C.
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Figura 36

- Relagéao entre Conversao e Absorbancia Relativa, em pH 8 e 90 °C.
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Conversdo e absorbanciarelativacomotempo-pH9e 95 °C
100
80
3
3\— 60 #
(=]
AT
4 y=1,0127x
(1] 2
> R*=0,9929
X
g 40 A
o
20
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Absorbancia Relativa
Figura 37 - Relagéo entre Conversao e Absorbancia Relativa, em pH 9 e 95 °C.
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Figura 38 - Correlacéo entre conversdo e absorbancia relativa dos 3 ensaios.
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Pode-se ver que existe uma boa correlagdo entre absorbancia e a conversao (R?
varia entre 0,9871 e 0,9929). No entanto, nota-se que alguns pontos se distanciam
bem do valor desejado. Na figura 33, aos 30 minutos, por exemplo, a absorbancia
relativa indica uma conversao estimada de 50%, ao passo que a conversao real,
calculada a partir da analise de ICP, aponta uma conversao de 40%. A Tabela 4,
abaixo, mostra os valores reais e os valores estimados a partir da absorbéancia
relativa. Podemos observar que os desvios ficam entre 0 e 9,63 (média de 3,08 £
3,075). Mesmos com esses desvios, pode-se ver que a absorbéncia relativa

representa uma boa ferramenta para se estimar a converséo da reacéo.

Tabela 4 - Conversao estimada a partir da absorbancia relativa, e conversao real, obtida pela analise

de ICP.

L . Conversao Conversao .
Condicoes Tempo (min) estimada real Desvio

5 0,00 0,00 0,00

10 1,29 0,00 1,29

15 10,32 5,12 5,20

20 27,89 18,61 9,29

95 °C, pH 7 30 60,84 53,48 7,36

40 83,35 81,78 1,57

60 97,99 99,77 1,78

80 98,72 99,63 0,91

120 100,00 99,86 0,14

5 0,00 0,00 0,00

10 1,12 0,65 0,47

15 8,13 1,42 6,71

20 22,20 13,55 8,65

90 °C, pH 8 30 50,04 40,42 9,63

40 69,84 66,68 3,16

60 97,37 98,81 1,44

80 99,38 100,00 0,62

120 100,00 100,00 0,00

5 0,00 0,00 0,00

10 18,58 15,58 3,00

15 47,37 41,36 6,01

20 64,40 61,42 2,98

95 °C, pH 9 30 89,44 94,43 4,99

40 96,76 100,00 3,24

60 97,27 100,00 2,73

80 98,13 100,00 1,87

120 100,00 100,00 0,00
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Estes resultados confirmam a hipétese inicial de relagao direta entre absorbancia e
conversdo. Conclui-se, portanto, que as diferentes morfologias de nanoparticulas
sao obtidas ao longo do processo de conversdo. Particulas obtidas nos estagios
iniciais do processo estdo imersas num meio contendo quantidades substanciais de
prata na forma idnica. Tal dispersao pode apresentar vantagens para o emprego das
dispersdes com agente bactericida ao aliar o efeito de prata iénica e nanométrica.
Por outro lado, caso seja de interesse utilizar apenas as nanoparticulas, sera
necessario desenvolver método para separar as particulas do meio reacional, sem
que haja agregagao. Do ponto de vista de economia de d&tomos, também é desejavel
desenvolver métodos para converter completamente a prata na morfologia desejada.
Talvez o0 uso de agentes estabilizantes mais eficientes melhore o processo, no
sentido de evitar aglomeracao e aumentar o controle do crescimento das particulas.



67

6 Conclusoes

O método de Turkevich modificado foi aplicado para se obter particulas de prata
metalica de dimensdes nanométricas, usando diferentes valores de pH e
temperatura. Os experimentos foram feitos em pH 7, 8 e 9, e em temperaturas de
85,90 e 95 °C.

Com os ensaios exploratorios, foi feita uma hipétese para o mecanismo de formacéao
e desenvolvimento das nanoparticulas, além de sugerirmos uma relacao direta entre
a absorbancia e a conversdao da reagdo. Com o0s experimentos seguintes, mais
detalhados, essa hipétese foi confirmada, e um método para estimar a conversao, a
partir da absorbancia, foi desenvolvido.

A conversao da prata ibnica em prata metdlica nanoparticulada ocorre da seguinte
forma: ha um periodo de inducao, onde se forma uma grande quantidade de nucleos
primarios € a conversao é proxima de zero, seguido de uma fase de conversao
rapida, onde ocorre um crescimento agregativo e amadurecimento de Ostwald, até a

conversédo completa.

Foi realizada uma andlise detalhada da evolugao morfoldgica das nanoparticulas de
prata ao longo do tempo. Ficou claro que uma grande quantidade de nucleos
primarios se forma logo no inicio da reagdo, mas eles sé@o instaveis, com grande
tendéncia a se aglomerar. Esses nudcleos se aglomeram e continuam crescendo
(crescimento agregativo), ou se dissolvem para fornecer material para o crescimento
das outras particulas, quando a quantidade de prata ibnica se torna baixa
(amadurecimento de Ostwald).

Com o crescimento agregativo e com o amadurecimento de Ostwald, surgem duas
populagdes de tamanhos distintos, uma com tamanhos em torno de 10 a 20 nm, e
outra com tamanhos entre 70 e 90 nm. Na maioria dos casos, essas populagbes sdo
formadas por particulas dispersas, formando aglomerados em poucos casos.
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Quando a reacao se aproxima dos 100% de conversdo, o desenvolvimento das
nanoparticulas atinge sua etapa final, com o desaparecimento das nanoparticulas
menores. Nesse ponto, verifica-se a presenca apenas das particulas maiores e
dispersas, que permanecem com tamanhos entre 70 e 90 nm. As particulas
menores se aglomeraram durante o crescimento agregativo, ou se dissolveram
durante o amadurecimento de Ostwald. Deixando que o0 processo continue mesmo
depois de atingir 100% de conversao faz com que as nanoparticulas se aglomerem.

Esses resultados mostram que € possivel, numa mesma reagdo, obter
nanoparticulas de diversos tipos de morfologia. Pode-se parar a reagdo no momento
em que houver nanoparticulas na forma desejada, apenas diminuindo a temperatura
bruscamente. Caso o objetivo seja de produzir apenas as nanoparticulas iniciais de
tamanho pequeno, sem a prata ibnica que nao reagiu, deve-se desenvolver um
método para separar as nanoparticulas, e dispersa-las novamente em outro meio,

sem que ocorra a aglomeragao.

Como o citrato € um agente estabilizante fraco, mais estudos sao necessarios para
se verificar como ocorre o mecanismo de nucleacdo e crescimento das
nanoparticulas na presenga de agentes estabilizantes mais eficientes, como o PVP,
e o PVA. Possivelmente, na presenca de tais estabilizantes, o crescimento seria

menor, assim como o grau de aglomeracéo.

Com os dados de absorbéancia e de conversao, foi possivel estabelecer uma relagcéao
direta entre os dois parametros, permitindo a estimativa dos valores de conversao
com erros relativamente baixos. Para facilitar a estimativa da conversao e possibilitar
a comparagao entre experimentos diferentes, sugerimos o uso da absorbancia
relativa, entre 0 e 100.
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8 Anexo A - Imagens MEV

85 °C,pH7
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Figura A 1 -85 °C, pH 7, aos 10 minutos de reacdo
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SEI 10.0ky  X10,000 Tum WD 6.1mm

n

SEI 100ky X50,000 100nm WDB.1mm

Figura A 2 - 85 °C, pH 7, aos 20 minutos de reacao
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Figura A 3 - 85 °C, pH 7, aos 30 minutos de reacao
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SEl 100KV X50,000 100nm WD 6.1mm

Figura A 4 - 85 °C, pH 7, aos 40 minutos de reacao
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SEl  10.0k¥ X50,000 100nm WD 6.1mm

Figura A5 - 85 °C, pH 7, aos 60 minutos de reacao
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Figura A 6 - 85 °C, pH 7, aos 80 minutos de reacao
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SEIl 10.0kY 10,000 Tum WD 6.0mm

SEI  100kV X50000 100nm WD 60mm

Figura A7 - 85 °C, pH 7, aos 120 minutos de reagao
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90 °C,pH 7

SEI 10.0kV

SEl 100KV X50000 100nm WD 5.9mm

Figura A 8 - 90 °C, pH 7, aos 10 minutos de reacao
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Figura A 9 - 90 °C, pH 7, aos 20 minutos de reacao
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SEl 100KV X50000 100nm WD 5.9mm

Figura A 10 - 90 °C, pH 7, aos 30 minutos de reagao
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SEl 100KV X50000 100nm WD 6.0mm

Figura A 11 - 90 °C, pH 7, aos 40 minutos de reagao

85



SEI 10.0kY X10,000

SEl 100KV X50000 100nm WD 6.1mm

Figura A 12 - 90 °C, pH 7, aos 60 minutos de reagao
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SEI 10.0kY  X10,000 1um WD 6.1mm

SEl 100KV X50000 100nm WD 6.1mm

Figura A 13 - 90 °C, pH 7, aos 80 minutos de reagao
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SEI 10.0kY  X10,000 1um WD 6.0mm

SEl 100KV X50000 100nm WD 6.0mm

Figura A 14 - 90 °C, pH 7, aos 120 minutos de reagao
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95 °C,pH 7

SEI 10.0kV X10,000 Tum WD 6.0mm

SEI 100KV X50000 100nm ‘WD 6.0mm

Figura A 15-95 °C, pH 7, aos 10 minutos de reagao
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SEI 10.0kY  X10,000 1um WD 6.0mm

SEl 100KV X50000 100nm WD 6.0mm

Figura A 16 - 95 °C, pH 7, aos 20 minutos de reagao
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LEI 10.0kY X50,000 100nm WD 6.0mm

Figura A 17 - 95 °C, pH 7, aos 30 minutos de reagao
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Figura A 18 - 95 °C, pH 7, aos 40 minutos de reagao
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SEl 10.0kV X10,000 1um WD 6.0mm

SEl 100KV X50000 100nm WD 6.0mm

Figura A 19 - 95 °C, pH 7, aos 60 minutos de reagao
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SEI 10.0kY X10,000

SEI  10.0kV X50000 100nm ‘WD 59mm

Figura A 20 - 95 °C, pH 7, aos 80 minutos de reagao
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Figura A 21 - 95 °C, pH 7, aos 120 minutos de reagao
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85 °C, pH 8
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Figura A 22 - 85 °C, pH 8, aos 15 minutos de reagao

96



1um WD 8.0mm

LEI 50KV X50,000 100nm WD 80mm

Figura A 23 - 85 °C, pH 8, aos 90 minutos de reagao
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Figura A 24 - 85 °C, pH 8, aos 120 minutos de reacao
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85 °C, pH 9

LEI 10.0kV X50,000 100nm ‘WD 8.0mm

Figura A 25 - 85 °C, pH 9, aos 10 minutos de reagao
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Figura A 26 - 85 °C, pH 9, aos 20 minutos de reagao
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LEI 10.0kV X10,000 1um WD 8.0mm

LEl  10.0kY X50000 100nm WD 8.0mm

Figura A 27 - 85 °C, pH 9, aos 40 minutos de reagao
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LEI 10.0kY  X10,000 1um WD 8.0mm

x i %

. %
LEI 100KV X50000 100nm WD 8.0mm

Figura A 28 - 85 °C, pH 9, aos 60 minutos de reagao



103

LEI 10.0kY  X10,000 1um WD 7.9mm

LEl  10.0kY X50000 100nm WD 7.9mm

Figura A 29 - 85 °C, pH 9, aos 90 minutos de reagao
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LEI 10.0kY  X10,000 1um WD 8.0mm

LEI 100KV X50000 100nm WD 8.0mm

Figura A 30 - 85 °C, pH 9, aos 120 minutos de reagao
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95 °C, pH 9

LEI 15.0kY  X10,000 Tum WD 8.0mm

LEI  150kv X50000 100nm ‘WD 8.0mm

Figura A 31 - 95 °C, pH 9, aos 10 minutos de reagéao



106

LEI 15.0kY  X10,000 1um WD 8.5mm

uspP LEI  15.0kV X50000 100nm WD 85mm

Figura A 32 - 95 °C, pH 9, aos 15 minutos de reagéao
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- W # . *

LEI 15.0kV  X10,000 1um WD 8.0mm

s

LEI 150KV  X35000 100nm WD 8.0mm

Figura A 33 - 95 °C, pH 9, aos 40 minutos de reagao
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LEI 15.0kV  X10,000 1um WD 8.0mm

LEI  15.0kV X50000 100nm ‘WD 8.0mm

Figura A 34 - 95 °C, pH 9, aos 60 minutos de reagao
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LEl  15.0kV X50000 100nm WD 8.0mm

Figura A 35 - 95 °C, pH 9, aos 120 minutos de reagao



