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Resumo

As nanoparticulas de ouro (AuNPs), com formatos e distribuicio de tamanhos definidos, tém
atraido grande atencdo devido as suas propriedades Oticas e cataliticas unicas, que dependem
da forma e tamanho de AuNPs e que sdo importantes para diversos aplicagdes. O
desenvolvimento de métodos simples e ecologicamente seguros para a sintese de AuNPs de
tamanho e forma controlados, empregando reagentes de baixo custo e de facil manuseamento &,
portanto, de grande importancia. Considerando isto, realizou-se um estudo sistematico para
preparar nanoparticlas de ouro (AuNPs) e prata (AgNPs) com um controle de forma e tamanho,
empregando exclusivamente glicerol como um agente redutor flexivel, eco-friendly e de baixo
custo. Na primeira etapa, descrevemos um novo método one-pot para a preparacao de nanorods
ou nanobastdes de ouro (AuNRs) monocristalinos com quase 100% de rendimento empregando
o glicerol em meio alcalino como agente redutor e brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB)
como agente controlador da forma de particulas. Podemos conseguir um controle das razdes de
aspecto (aspect ratio do inglés, AR = 2 a 6), rendimento de AuNRs (27-99%) bem como da
posicdo de banda de absorgao o6ticas de AuNRs (de 620 a 1200 nm) simplesmente variando as
condi¢des experimentais, principalmente o pH do meio reacional (12-13,5) e a concentragao do
AgNOs. Descobriu-se que a formagdo de AuNRs é mais rapida a pH mais alto (> 11) e a maior
temperatura (> 30 ° C), mas com o rendimento de AuNRs menor (< 70 %). A analise por HRTEM
mostrou que os AuNRs crescem na direccdo [001] e tém uma estrutura do tipo fcc
monocristalinag, isenta de falhas estruturais ou deslocamentos. Na segunda etapa, realizamos
com sucesso, pela primeira vez, a formag¢ado de nanoparticulas esféricas de ouro (AuNPs), quase
monodispersas de cerca de 8 nm, utilizando o glicerol bruto conhecido localmente como
Glicerina Loira (crude glycerol (CG) do inglé), tal como recebida, da planta de biodiesel. Nao foi
realizado nenhum tratamento prévio quimico ou fisico especifico do CG, exceto filtracao
simples. Utilizaram-se duas amostras diferentes de CG com diferentes teores de glicerol (65% e
73%) e diferentes niveis de impurezas (baixo e alto) e tipos (organicos e inorganicos) para
preparar AuNPs, a fim de estudar o efeito de possiveis impurezas na formato e distribuicao de
tamanho de AuNPs. Para comparagdo, foram também preparadas AuNPs utilizando glicerol
comercial puro (99,5%) em condi¢cdes experimentais idénticas. Foram obtidos AuNPs com
tamanho e formato semelhantes em ambos os casos (glicerol puro comercial e CG) indicando

que o glicerol comercial pode ser substituido por CG na sintese de AuNPs e as impurezas



organicas e inorganicas ndo afetam significativamente a distribuicdo de tamanho de AuNPs
preparadas . Este estudo abre novas possibilidades para a prepara¢do eco-friendly de
nanoparticulas metalicas utilizando o CG como um agente redutor de baixo custo, ndo toxico e
biodegradavel. Na terceira etapa, desenvolvemos um método one-pot de sintese de AuNPs do
tipo Ligand-free (sem uso de agente estabilizante) empregando o glicerol tanto como agente
redutor quanto com agente estabilizador. A ideia era evitar o uso de um agente estabilizante
externo que muitas vezes diminui a atividade catalitica ou afeta adversamente a
biocompatibilidade dos sistemas surfactante/AuNPs. Obtiveram-se AuNPs coloidais estaveis
com uma distribuicio de tamanho razoavelmente estreita (8+3 nm) por este método e
verificou-se que a estabilidade e a distribuicdo de tamanho das particulas dependiam da razao
agua/glicerol, temperatura e pH do meio reacional. Tais ligand-free AuNPs preparadas

utilizando glicerol podem ser utilizadas nas aplicagdes cataliticas e biomédicas.



Abstract

Gold nanoparticles (AuNPs) especially with a control of size and shape have attracted great
attention due to their shape-dependent optical properties that are important for many
applications. The development of simpler and greener methods for the synthesis of size-
and shape-controlled AuNPs employing low-cost and easily handled reagents is thus of
great importance. Thus we have carried out a systematic study to prepare shape- and size-
controlled AuNPs and AgNPs employing exclusively glycerol as an eco-friendly, low cost and
pH-tunable reducing agent. Firstly, we report a new one-pot seedless method for the
preparation of single-crystalline AuNRs in almost 100% yield based on the use of glycerol in
alkaline medium as the reducing agent and hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB)
as the shape-controlling agent. We could achieve a control of the aspect ratio (AR= 2 to 6),
AuNRs yield (27-99%) as well the LSPR band of the AuNRs (620 to 1200 nm) by simply
varying the experimental conditions, principally the pH of the reaction media (varied
between 12-13.5 ) and the concentration of the AgNO3. We found that the formation of
AuNRs is faster at higher pH (>11) and higher temperature (>30°C) but the AuNRs yield is
smaller (< 70%). HRTEM analysis showed that the AuNRs grow in [001] direction and have
a perfect single crystalline fcc structure, free from structural faults or dislocations. Secondly,
we successfully carried out the formation of nearly monodisperse spherical AuNPs of
around 8 nm using the as-received crude glycerol (CG) from the biodiesel plant for the first
time. No special chemical or physical treatment of CG except simple filtration was carried
out. Two different crude glycerol samples with different glycerol contents (65% and 73%)
and different impurity levels (low and high) and types (organic and inorganic) were
employed to prepare AuNPs so as to study the effect of possible impurities on the shape and
size distribution of AuNPs. For comparison, AuNPs were also prepared using pure
commercial (99.5 %) glycerol under identical experimental conditions. AuNPs with similar
size and shape were obtained in both cases (commercial pure glycerol as well as CG)
indicating that commercial glycerol can be replaced with CG in the AuNPs synthesis and the
organic and inorganic impurities do not significantly affect the particle size distribution of
prepared AuNPs. This study opens up new possibilities for the environment-friendly

preparation of metallic nanoparticles using the low-cost, non-toxic and biodegradable CG as
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a reducing agent. Thirdly, we developed a ligand-free one-pot synthesis method of AuNPs
employing the eco-friendly glycerol both as reducing agent and stabilizing agent. The idea
was to avoid the use of an external stabilizing agent which often hinder the catalytic activity
and adversely affect the biocompatibility of the surfactant/AuNP systems. Stable AuNPs
with reasonably good size distribution (8+3 nm) were obtained by this method and the
stability and size distribution of the particles was found to be dependent on the
water/glycerol ratio, temperature and pH of the reaction media. Such surfactant-free
biocompatible AuNPs prepared using the eco-friendly glycerol may find useful applications

in catalysis and biomedical applications.
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Capitulo 1

Introducao



1. Introducao

1.1. Introducgdo as Nanoparticulas de Ouro e Historico de uso e pesquisa em

nanoparticulas metalicas

Embora a aplicagdo moderna extensa de nanoparticulas (NPs) metalicas em deteccdo e
imagem (1-4), libertacdo controlada de fairmacos (5-7) e tratamento de cancer (8-10)
tenha-se iniciado apenas recentemente, nanoparticulas metalicas, especialmente
nanoparticulas de ouro (AuNPs), sdo utilizadas ha séculos. Por exemplo, AuNPs e
nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido utilizadas na fabrica¢ao de utensilios domésticos

e outros itens como espelhos e vasos ha mais de 2000 anos.

A taca de Lycurgus de 1600 anos de idade (Figura 1), proveniente dos tempos romanos, é
um exemplo espetacular da nanotecnologia Romana (11). Este artefato apresenta
impressionante dicroismo vermelho-verde e foi empregado para finalidades decorativas
naquele tempo por conta de suas cores multiplas (11-13). A taca parece verde na luz
refletida normal, mas apresenta coloracdo vermelha quando a luz é transmitida através dela
(11,14). Esta propriedade Unica se deve a peca conter nanoparticulas de Ag-Au de 1-100 nm
de tamanho (13) com capacidade eficiente de espalhamento e absorc¢ao de luz, resultando
em cores distintas e brilhantes, diferentes das apresentadas pelo material bulk
correspondente. De fato, um dos aspectos mais interessantes das AuNPs é que a maioria de
suas propriedades optoeletronicas sao dependentes do seu tamanho e da forma (15,16).

Figura 1- A taga de Lycurgus do quarto século A.D, em exposi¢do no British Museum vista na
luz refletida (direita) e na luz transmitida (esquerda)

Fonte: (Kumar 2013, Ref (14))



1.2. Nanoparticulas de Ouro: O papel de tamanho e a forma

As nanoparticulas (NPs) sdo uma classe importante de materiais que unem os
materiais bulk (sdlido estendido) com as estruturas atdmicas e moleculares (17).
Estes materiais apresentam propriedades fisico-quimicas fascinantes e dependentes
de forma e do tamanho, diferentes e muitas vezes superiores a sua forma bulk,

encontrando, por conta disso, ampla aplicacao em diversas areas (1-10,18-22).

Os papéis do tamanho e da forma das NPs sdo muito importantes na determinacao
das propriedades e aplicagdbes destas (16,21,23-26). Por exemplo, Mistry et al
estudaram a atividade catalitica em funcdao do tamanho das AuNPs na faixa de 1-8 nm
para a eletrorredu¢dao de CO2 a CO e observaram um aumento na densidade de
corrente e da atividade catalitica a medida que o tamanho das AuNPs diminui (16)
(Figura 2). Com base em simula¢des realizadas utilizando a teoria funcional da
densidade (DFT), eles sugeriram que tal comportamento das AuNPs esta relacionado

ao aumento do nimero de sitos de baixa coordenacdo em NPs menores.

Figura 2 - Dependéncia da atividade catalitica de eletroreduc¢do de COz a CO com o tamanho

das AuNPs na faixa de tamanhos de 1 a 8 nm.
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Fonte: (Mistry 2014) (16)



Geralmente, as NPs apresentam maior razdo superficie/volume ou maior fracao de
atomos na superficie, em comparacdo com os materiais correspondentes na forma
bulk (27,28). Por exemplo, a porcentagem de atomos de superficie (também
conhecida como dispersao (29)) é tdo alta quanto 76% para um cluster de Pd de 1,2
nm, 45% quando o tamanho do cluster é de cerca de 5 nm e préxima 0% quando o
tamanho de particula é 63 pm (bulk Pd)(Figura 3) (27). Devido a essa fracdo mais
elevada de 4tomos na sua superficie ou perto dela, as NPs apresentam geralmente
uma atividade catalitica superior em comparagdo com o seu correspondente na

forma bulk.

Figura 3 - Percentagem de atomos de superficie em fun¢ao do didmetro (dciuster) do cluster

de 4tomos de paladio.
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Fonte: (Niitzenadel 2000, Ref (27)).

Além disso, a concentragao relativa de atomos localizados nos vértices, arestas e
faces é altamente dependente do tamanho de particula (Figura 4)(29).
Aparentemente, a fracao de atomos de face aumenta com o aumento do tamanho de
particula, enquanto que a fracdo de atomos metalicos nas arestas e vértices (sitios

mais expostos e de baixa coordenag¢ao) diminui (29).



Figura 4 - Dependéncia da concentragdo relativa dos diferentes tipos de atomos de

superficie com o tamanho de uma nanoparticula de prata (AgNP).
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Fonte: (Claus 1999, Ref (29))

Neste contexto, nanoparticulas esféricas de ouro (AuNPs) com tamanho controlado
tém atraido grande atencao devido as suas dimensdes ultrafinas e propriedades
Unicas dependentes de tamanho e sua baixa toxicidade (2,30). Estas propriedades
Unicas levaram a ampla aplicacdo de AuNPs em catalise (19,31-33), deteccdo (34),
bioimagem (35,36), terapia fototérmica, liberacao controlada de farmacos (8,10,37) e
dispositivos plasmodnicos. Assim, o controle da forma e do tamanho das NPs permite

o controle racional de tais propriedades dependentes de tamanho e da forma.

As propriedades de AuNPs ndo sdo apenas dependentes de tamanho, sendo que a
forma geométrica das particulas também desempenha um papel importante na
determinac¢ao das propriedades e aplicagdes de AuNPs (23,26). Por exemplo, Chiu et
al. estudou a atividade catalitica de nanocubos, octaedros e dodecaedros rombicos de

ouro para a reacdo de reducdo de 4-nitroanilina a p-fenilenodiamina em diferentes



temperaturas e verificou que os dodecaedros rémbicos apresentaram a melhor

eficiéncia catalitica em todas as temperaturas empregadas (Figura 5)(26).

A ordem de atividade -catalitica determinada seguia a ordem decrescente:
dodecaedros rombicos > nanocubos > octaedros ou, em termos de faces expostas,
{110} > {100} > {111} (26). Eles ainda verificaram através de calculos de DFT que a
energia de ligacdo entre a p-nitroanilina e o plano (110) do Au era alta, razao pela
qual os nanocristais de ouro com forma de dodecaedros rombicos apresentaram alta
atividade catalitica. (26).

Figura 5 - Imagens de MEV de (a) octaedros (b) nanocubos e (c) dodecaedros rombicos de
ouros e (d) comparacgao da atividade catalitica de reduc¢do de 4-nitroanilina na presenca das

trés formas diferentes de particulas de ouro monitorada pela queda da banda de absorg¢ado
da 4-nitroanilina em 380 nm
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1.3. Nanobastoes de ouro (AuNRs)

Uma vez que as propriedades 6ticas das AuNPs dependem intimamente da forma e
tamanho, NPs metalicas com formas diferentes foram sintetizadas para aplicacdo em
diferentes regides espectrais. Dentre as diferentes formas, os nanobastdes de ouro
(AuNRs) tém atraido grande atencdo recentemente devido as suas propriedades
Oticas Unicas, que permitem a sua aplicacao no diagndstico e tratamento de doengas,
deteccdao e imagem (2,4,38) e como agentes terapéuticos térmicos (39,40), dentre
outras. Outras vantagens inerentes aos AuNRs incluem a facilidade de preparacao
através de uma variedade de métodos sintéticos e a possibilidade de ajustar sua
razdo de aspecto e, consequentemente, variar sua resposta Optica em uma ampla
faixa espectral, do visivel a regido do NIR (41). A seguir serdao discutidas
separadamente as propriedades Opticas e cristalograficas, bem como métodos de

preparacao de AuNRs.
1.3.1. Propriedades 6ticas de AuNPs e AuNRs

As AuNPs exibem propriedades 64ticas fascinantes que podem ser ajustadas em uma
faixa espectral ampla controlando os pardmetros geométricos das AulNPs. Tais
propriedades oticas resultam das oscilagdes coletivas dos elétrons (plasmons) nos
metais excitados por radiacdo eletromagnética (EMR) de comprimento de onda
maior do que o tamanho de particula, fendmeno denominado como ressonancia
localizada de plasmon de superficie (localized surface plasmon resonance (LSPR) do

inglés)) (Figura 6) (14,42).

Os termos localizado e plasmon de superficie sdao utilizados, uma vez que a
ressonancia esta localizada na superficie e que as oscilagdes coletivas do elétrons
livres estao confinadas a um volume finito, definido pelas dimensdes das particulas
(14,43). Quando os elétrons livres em uma nanoparticula metalica sdo movidos pelo
campo elétrico incidente, oscilando coletivamente a uma certa frequéncia, a EMR
incidente é absorvida (14). Entretanto, a LSPR manifesta-se como um efeito
combinado resultante tanto da absorc¢do (conversao de fé6tons incidentes em fonons,

vibragdes da rede cristalina, ou relaxacdo por perda como calor), quanto do



espalhamento (a re-emissao de radiacdao secundaria que resulta do relaxamento de
cargas elétricas aceleradas em NPs metdlicas expostas a radiacao) no espectro de
extincdo Otica de NPs metalicas (14,43). A cor caracteristica de NPs de metais nobres
(por exemplo, vermelho para AuNPs e amarelo para AgNPs) advém destas oscilagdes

coletivas coerentes dos elétrons livres na banda de condugao (41).

Figura 6 - Representacdo esquematica de um plasmon localizado de superficie mostrando a
origem da ressonancia plasmonica de superficie devido a interagdo coerente dos elétrons na

banda de condugao com radiagdo eletromagnética incidente.
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Fonte: (Willets 2007, Ref. (42))

As condi¢cdes de ressonancia dependem da forma, tamanho e constantes dielétricas
tanto do metal quanto do meio. Uma vez que a LSPR é sensivel a alteracdes no
ambiente dielétrico local, moléculas ligadas quimicamente podem ser detectadas por
conta da alteracdo de densidade eletronica que induzem na superficie das NPs
metalicas, o que resulta numa alteracdo no Amax da LSPR. Esta propriedade é
empregada para detectar mudangas no ambiente local através de uma medida de
mudanca de comprimento de onda da LSPR e é a base de sensores sensiveis baseados
em AuNPs (41,42). De fato, instrumentos comerciais que empregam a espectroscopia
SPR para estudar a cinética e a termodinamica de processos de ligacdo de moléculas
biolégicas ja sdo encontrados no mercado, um exemplo sendo o sistema SPR da

BIAcore® (42).



No caso das propriedades dependentes do tamanho e forma das NPs metdlicas, a
medida que a forma ou tamanho da nanoparticula muda, a geometria da superficie
também se altera, causando uma mudan¢a na densidade do campo elétrico na
superficie. Isto provoca uma alteracdo na frequéncia de oscilacio dos elétrons,
gerando diferentes se¢cdes de choque para as propriedades 6ticas, incluindo absorgao

e espalhamento (41,43).

A Figura 7 mostra os espectros de absorg¢ao eletronica de AuNPs e AuNRs. As AuNPs
esféricas apresentam a banda de LSPR em torno de 520 nm (Figura 7, curva
tracejada), que possui uma forte dependéncia com o tamanho de particula,
geralmente sendo observado um deslocamento batocrémico com o aumento do
tamanho de particula (44). Esta tendéncia é claramente observada na Figura 8 que
mostra os espectros de absor¢cdao de AuNPs com quatro tamanhos diferentes (9, 22,
48 e 99 nm), apresentando as suas bandas de LSPR centradas em 517,521, 533 e 575
nm, respectivamente (44).

Figura 7 - Espectros de absorc¢ao eletronica de suspensdes de AuNPs e AuNRs destacando as
bandas de absorcao atribuidas ao plasmon de superficie transversal (LSPr)(do inglés

transverse surface plasmon) e ao plasmon de superficie longitudinal (LSPi) (do inglés
longitudinal surface plasmon), respectivamente.
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Figura 8 - Espectros de absorcao eletronica na regiao do UV-vis de suspensdes aquosas de
AuNPs com diametros de 9, 22, 48, e 99 nm , apresentando suas Amaxem 517,521,533 e 575

nm, respectivamente, evidenciando o efeito do tamanho de particula sobre a banda SPR.
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Fonte: (Link 1999, Ref (44))

Uma caracteristica muito importante dos AuNRs é a presenca de duas bandas de
absorcao (Figura 7, curva solida), que surgem da excitacdo dos plasmons de
superficie quando iluminados com luz de comprimento de onda adequado (41,45). A
absorc¢ao de plasmon de superficie transversal (LSPt) surge da oscilacdo transversal
dos elétrons e cai na regido visivel enquanto a absor¢do de plasmon de superficie
longitudinal (LSP1) pode cair tanto na regido visivel quanto no infravermelho
proximo (NIR) (46), dependendo da razao de aspecto (AR (aspect ratio)=
comprimento dividido pela largura) dos AuNRs (9,24,41,47-51).

Enquanto a banda LSPt ndo depende do AR e apresenta mesmo comprimento de
onda que a ressondncia plasmonica das particulas esféricas (41), a banda LSPy, sofre
um deslocamento de vermelho para a regidao NIR a medida a razdo de aspecto (AR)
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dos AuNRs (9,41,47,51,52) aumenta (Figura 9). Devido a esta banda de absorc¢ao
caracteristica na regido do NIR, os AuNRs pode atuar como agentes terapéuticos

térmicos causando termdlise foto-induzida de células-alvo (40).

Figura 9 - Propriedades oticas ajustaveis de AuNRs por alteracdes de AR. Os AuNRs com
diferentes ARs exibem dimensdes diferentes como evidenciado por micrografias de MET

(acima), assim como diferentes comprimentos de onda da banda LSP;..

F @
—

o "

o .

400 500 €00 700 800 900 1000 1104
Wavelength (nm)

Fonte: (Huang 2010, Ref (9)).
1.3.2. Estrutura cristalografica de AuNRs

Geralmente, os AuNRs apresentam uma direcdo de crescimento axial ([001]) e sua
superficie é fechada ou coberta por faces {100} e {110} (Figura 10) (53,54), enquanto as

particulas esféricas de ouro sdao normalmente fechadas por faces {100} e {111} (53). O

11



crescimento de AuNRs ocorre quando os ions Aul* sao preferencialmente reduzidos nas
faces {001} das particulas semente, enquanto as faces {110} sdo preferencialmente
estabilizadas por moléculas de CTAB adsorvidas (54,55). A forma final dos AuNRs depende
de qual das trés faces mostradas na Figura 10 cresce de maneira predominante. AuNRs
curtos sdo formados quando as faces {100} e {110} crescem preferencialmente, enquanto
particula esféricas sdo formadas quando {100} e {111} crescem predominantemente (53).
Assim, a forma das particulas pode ser controlada se um surfactante tal como o CTAB

¢é adicionado e se a formacao de 4tomos de Au é realizada sob condi¢ées controladas.

Figura 10 - Estrutura cristalografica de AuNR mostrando diferentes faces do cristal. A

direcdo ([100]) de crescimento é mostrada com uma seta.
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Fonte: adotado de Wang Z et al. 1999, Ref (53).
1.3.3. Métodos de preparacao de AuNRs

A partir desta breve discussdo, torna-se claro que as propriedades cataliticas (20-
22), eletronicas (56), Oticas (47) e bioldgicas (57) dependem intimamente do
tamanho e forma das NPs, sendo que o controle de sua forma e tamanho permite

manipular tais propriedades (50).

Devido a tais propriedades 6ticas e cataliticas unicas, foram desenvolvidos diversos
métodos para a preparacao de AuNPs em variadas formas. Estes métodos variam
consideravelmente no que se refere a reprodutibilidade, rendimento, pureza,
controle de forma das AuNPs, bem com respeito a seu impacto ambiental. Essas
diferentes metodologias incluem método de template (58), fotoquimico (59-61),
eletroquimico (62,63), assistido por irradiacdo microondas (64) e métodos quimicos
em solucao, denominados wet-chemical methods (65-67). Os métodos convencionais

de reducao quimica para a preparacao de AuNPs geralmente empregam um agente
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redutor, tal como o borohidreto de s6dio (NaBH4) ou a hidrazina para reduzir sais do

metal a NPs metalicas (Figura 11, parte de cima).

Figura 11 - Procedimento de sintese (acima) e mecanismo de formacao (abaixo) de AuNPs
pelo método classico de sintese com citrato deduzido a partir de medidas de SAXS e XANES

por Polte et al. (68).
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Fonte: (Polte et al. 2010, Ref (68))

Polte et al. estudaram a formac¢do de AuNPs utilizando técnicas de SAXS e XANES e
propuseram um mecanismo de nucleacao-crescimento consistindo de quatro etapas (Figura
11, parte inferior) (68). Na etapa 1, ocorre a formagdo rapida de ntcleos (~2 nm) que
crescem em tamanho (~3 nm) por coalescéncia na etapa 2. Subsequente coalescéncia e
crescimento lento das particulas sustentado pela reducao do precursor de ouro ocorrem na
etapa 3. Por fim, as particulas crescem rapidamente até o seu tamanho final ap6s o consumo

completo de precursores (Etapa 4) (68).

O controle de forma das NPs é atingido através da selecdo cuidadosa de ligantes
estabilizadores de superficies (surfactantes, moléculas poliméricas ou moléculas

pequenas simples). O método de reducao quimica em fase liquida mediado por
13



sementes (seed-mediated wet chemical reduction method) originalmente
desenvolvido por Murphy e colaboradores (69,70) é um dos métodos mais utilizados

para a preparacao de AuNRs.

Em geral, a formacdo de AuNRs pelo método mediado por sementes requer dois
passos (Figura 12). Em um primeiro passo, formam-se pequenas particulas semente
(seed partices) de Au a partir da reducao do sal precursor (Au3*) por um agente
redutor forte na presenca da molécula tensoativa que direciona a forma, usualmente
o CTAB. Em uma segunda etapa, estas sementes sdo introduzidas em uma solugao de
crescimento (growth solution) contendo ions Aul* (na forma de complexo Aul+*-
CTAB) obtido a partir de reducao parcial de Au3+* por um agente redutor fraco (acido

ascorbico, por exemplo) na presenc¢a de CTAB.

Figura 12 - Crescimento de AuNRs de duas etapas mediadas por sementes
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Fonte: Autoria propria
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Este método permite controlar os ARs através da alteragao das condi¢bes de reacao.
No entanto, depende da preparacdao de sementes de Au utilizando uma solucao de
NaBH4 recém preparada e mantida sob refrigeracdo como um agente redutor forte
no primeiro passo. NaBH4 é um reagente de alto custo, dificil de manusear e que nao
pode ser armazenado por muito tempo, sendo necessdria uma solucdo recém
preparada cada vez que a sintese de AuNRs é realizada. Outro agente redutor
popular é a hidrazina (71). Embora a hidrazina seja um bom agente redutor, a sua
utilizacdo deve ser evitada, uma vez que é uma substdncia cancerigena,
extremamente nociva a saude e ao meio-ambiente, além de ser muito instavel

(especialmente na sua forma anidra).

Assim, o desenvolvimento de métodos mais simples que empregam reagentes de
baixo custo, seguros e de facil manuseio é de grande importancia. Essas tentativas
incluem a reducao de sais a nanoparticulas metdlicas usando extratos de plantas
(72,73) microorganismos (74,75) e reagentes amigaveis ao meio ambiente (65-

67,76,77).

A sintese de nanoparticulas de ouro e de prata utilizando extratos vegetais (78-80) é
considerada uma abordagem verde, mas tem certas limitagdes: (i) tais métodos
geralmente consistem em etapas multiplas e normalmente resultam na formacao de
nanoparticulas esféricas, ao invés de AuNRs de forma controlada; (ii) os
procedimentos de extracao utilizados sdo geralmente tediosos, demorados e
envolvem frequentemente produtos quimicos perigosos; (iii) a quantificacdo de cada
componente do extrato complexo da planta (antioxidantes, agtcares, polifendis, etc.)
demanda tempo e energia; (iv) a quantidade de componentes ativos varia de um lote
de extracdao para outro, o que resulta em menos reprodutibilidade do processo

posterior de formagao de AuNRs.

Similarmente, métodos biossintéticos para formagao de NPs também sdo relatados
na literatura usando microrganismos (79) como bactérias, algas e fungos, mas o
crescimento e manutencdo da prépria cultura celular é um trabalho cansativo e caro
e muitas vezes requer um controle rigoroso do pH e da temperatura, o que diminue

as vantagens do procedimento. Neste trabalho, substituimos NaBHs pelo glicerol
15



como agente redutor para a formacao de AuNRs, devido as razdes discutidas na

secao 1.6.

1.4. Estabilizacdao de nanoparticulas: o papel dos estabilizadores de

particulas no controle de forma e tamanho

A eficacia do uso de AuNPs na maioria das aplicacdes (8,10,19,31-37) muitas vezes
depende de seu tamanho, forma ou estrutura de superficie (16,23,26,81-85). A estruturae a
quimica de superficie das AuNPs também determinam a facilidade de sua funcionalizagao,
grau de interacdo com as biomoléculas (81), captacdo celular (82) e citotoxicidade (86).
Assim, o controle do tamanho, forma e composicdo da superficie de AuNPs é de grande

importancia para a sua utilizacao eficaz em varias aplicacdes.

Uma vez que AuNPs tém uma area superficial maior (Figura 3) e, assim, uma elevada
energia superficial, consequentemente possuem uma tendéncia natural de coalescer ou
aglomerar e devem ser estabilizadas eletrostaticamente (86) ou através de repulsao
estérica (Figura 13), frequentemente através do seu revestimento com diferentes ligantes
(surfactantes, polimeros ou ligantes na forma de moléculas pequenas com grupos tidis,
aminas, acidos carboxilicos, grupos funcionais fosfénicos (87)). Estes ligantes ajudam a
controlar o tamanho, forma e espagcamento entre particulas e determinar a interacao
interfacial na interface NP/ligantes e NP /ambiente (87) (Figura 13).

Figura 13 - Ilustragdo esquemadtica de parametros controlados por ligantes que sao

importantes na determinacdo de propriedades fisicas de nanoparticulas ou conjuntos de
nanoparticulas
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Fonte: (Grubbs et al, 2007, Ref (87))
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Alguns exemplos de agentes de controle de forma e tamanho incluem surfactantes
organicos (por exemplo, brometo de hexadeciltrimetilamo6nio (CTAB, Ci9H42BrN or
(C16H33)N*(CH3)3Br-) e CTAC com contra-ions Cl-), moléculas estabilizadoras poliméricas (eg
Polivinilpirrolidona, PVP, (CsHoNO)n), poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDAC,
(CgH16CIN)y), polietilenimina, poliotiofeno) (88-90) ou sais inorganicos (ex: AgNO3) (84),
bem como moléculas/ ions pequenos tais como citrato (70). Dentre estes, as estruturas
quimicas dos diferentes agentes estabilizadores utilizados neste trabalho sdo apresentadas

na Figura 14.

Figura 14 - Estrutura quimica de surfactantes/polimeros utilizados para estabilizagdo

colloidal de particulas (controle de tamanho e forma).
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Fonte: Autoria prépria

O CTAB tem sido amplamente utilizado para preparacao de AuNRs (55,91-95). A presenca
de CTAB na mistura reacional é importante para a formacdo de AuNRs, uma vez que os
AuNRs sdo estabilizados pelas bicamadas adsorvidas de CTAB (55). De fato, o CTAB tende a
adsorver-se preferencialmente nas diferentes faces cristalinas da particula semente de ouro

em crescimento, o que leva ao crescimento preferencial de faces (tais como {100} que
17



apresenta menor adsor¢ao de CTAB), enquanto inibe o crescimento de outras faces ao longo
do eixo longitudial dos nanobastdes (tais como faces {110}, que apresenta alta concentracao
de CTAB adsorvido). Em outras palavras, a molécula CTAB tende a adsorver-se
preferencialmente nas faces {110} e o nimero maior de ligantes CTAB nestas faces impede
seu crescimento (55). Assim, a direcionalidade do crescimento, ou crescimento

anisotropico, é alcancada e resulta na formacao de AuNRs.

Apesar de alguns estudos sugerirem que o CTAB forma micelas e assim atuam como
template para a formacao de AuNRs (70), o modelo baseado na adsorg¢do preferencial de
CTAB a certas faces é mais amplamente aceito. Considera-se que o CTAB adsorve-se e forma
uma bicamada na superficie de AuNRs, onde os grupos de cabeca ((CH3)3N*) de uma
monocamada estdo direcionados para a superficie de AuNRs, enquanto os da segunda
camada fazem frente ao solvente para manter a solubilidade em agua (91). Tal mecanismo,
conhecido como zipping Mechanism é ilustrado na Figura 15. Gao et al. estudaram o efeito
de diferentes grupos de cabeca (head groups) e comprimento de cauda de moléculas
surfactante sobre a formacao de AuNRs. Eles verificaram que enquanto o grupo de cabeca é
importante para a adsor¢ao preferencial das moléculas de surfactante em certas faces do
AuNRs em crescimento, o comprimento da cauda é critico para estabilizacdo dos AuNRs.
Enquanto o uso de C16TAB levou a formacdo de AuNRs, os AuNRs nao foram formados
usando C10TAB, embora ambos tenham o mesmo grupo de cabeca. Isto levou-os a postular
que as interagdes cauda-cauda (através de interagdes de van der Waals) sao mais

importantes do que as interagdes grupo cabeca-Au (91).

Outros estudos ressaltaram a importancia dos contra-ions dos surfactantes na formacao de
AuNRs. Garg et al. alegaram que os AuNRs podem ser preparados na auséncia de alta
concentracdao de CTA*, desde que sejam adicionados ions Br- em quantidade suficientes a
solugdo de crescimento e que o papel dos fons Br- é mais critico do que o componente CTA*
do surfactante (96). Eles sugeriram ainda que a parte CTA* de CTAB apenas fornece

protecdo estérica aos AuNRs (96).

Além do CTAB, a adicdo de AgNOs a solucdo de crescimento também é considerada
importante para a formacgdo reprodutivel e controlada de AuNRs; A presenca desta espécie

aumenta o rendimento de AuNRs, bem como auxilia a ajustar o AR (55,97). Jana et al.
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Figura 15 - O mecanismo de "Zipping" que mostra a formacdo da bicamada de CTAB sobre

AuNRs, o que favorece a redugdo de ions Au3* preferencialmente nas extremidades livres de
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Fonte: (Gao et al. 2003, Ref (91)).

propuseram que os ions Agl* formam AgBr (Br- vindo do CTAB), que ndo apenas restringe o
crescimento a forma da haste, mas também estabiliza os esferdides e bastonetes formados
em solucdo (98). Para explicar o papel importante de AgNO3 na formacdo controlada de
AuNRs, Nikoobakht et al. sugeriram que os ions Ag* ajudam na ligacdo de CTAB as faces
{110}, o que diminui o crescimento de AuNRs ao longo dos seus lados (55). De modo
semelhante, Liu et al. também sugeririam que os ions Ag* se adsorvem seletivamente nas
faces {110}, o que retarda o crescimento dessas faces. Desta forma, a face {100}, sendo
apenas parcialmente coberta por prata, cresce dominantemente de modo que um
crescimento dimensional ao longo da direcdo [100] leva a formacdao de AuNRs (97). Tal

modelo incorporando idns Ag* estd ilustrado na Figura 16.

PVP é outro importante surfactante amplamente utilizado para estabilizar NPs metalicas,
especialmente AuNPs, AgNPs e PtNPs (99-103). Uma vez que o PVP é um polimero neutro,
espera-se que a estabilizagdo seja através de meios estéricos (99,102). Zhou et al

mostraram que realmente o PVP estabiliza as AuNPs pela coordenagdo do oxigénio do
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Figura 16 - O mecanismo de "zipping" na presenca de AgNOs mostrando a formagdo da
bicamada de CTAB sobre os AuNRs e a ligacao de ions brometo do CTAB com fons Ag*. Esta
ligacdo diminui as repulsdes entre os grupos de cabega vizinhos ao longo das faces laterais
{110} e os pares Ag-Br atuam como um estabilizador para inibir o crescimento nestas,
servindo, portanto, como um molde de crescimento anisotrépico para reducdo adicional do
precursor de Au na diregdo de crescimento [111].
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Fonte: Ref (48).

grupo carbonila do PVP com a superficie de Au (Figura 17), como indicado por um aumento
na energia de ligacdo do pico de XPS O1s do grupo carbonila e uma ligeira diminuicao na
energia de ligacdo do pico de Au4f (99). Wu et al. estudaram a reducao e estabilizacao de
fons Ag* utilizando PVP como agente estabilizante e redutor e sugeriu a formagdo do
complexo Ag*-PVP através da coordenacdo do atomo de O da carbonila com Ag*, o que
facilita a troca de elétrons entre Ag* e o anel de pirrolidona , reduzindo assim o Ag* para

Agh.

Figura 17 - Representacdo esquematica do modo de ligacao de PVP na superficie de AuNPs
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Fonte: (Zhou et al, 2009, Ref. (99))
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Wang et al. propuseram que o PVP estabiliza as AgNPs formando uma camada protetora em
torno de AgNPs devido a coordenacao da prata com o atomo N do PVP (104) no caso de
nanoparticulas inferiores a 50 nm, enquanto que para particulas maiores a prata também

pode formar coordenagdo com o &tomo de oxigénio do PVP.
1.5. Sintese e estabilizacdo de NPs sem uso de ligantes estabilizadores

As vantagens do controle de tamanho/forma das nanoparticulas alcancados utilizando
ligantes estabilizadores sdo parcialmente contrabalanceadas pelo fato de que estes
estabilizadores bloqueam os sitos ativos na superficie de AuNPs, que sdo essenciais para
muitas aplicacdes relacionadas com a superficie. Consequentemente, muitas aplicagoes,
particularmente na area de catdlise, exigem a remocdo destes estabilizadores de superficie,
que é muitas vezes dificil e problematica (81,105,106). Varias estratégias para a remocao de
estabilizadores de superficie foram exploradas tais como calcinag¢do, lavagem com acido,
tratamento com ozo6nio e UV e extracdo com solvente (105,106). Tais tratamentos, no
entanto, além de remover os ligantes estabilizadores, muitas vezes também alteram a
distribuicao de tamanho e a morfologia das particulas, o que pode ser prejudicial a sua

atividade catalitica e afetar negativamente sua eficacia em muitas aplicagoes (105,106).

Para evitar problemas associados a presenca de ligantes estabilizadores, muitos esforgos
tém sido direcionados para sintetizar nanoparticulas metalicas para aplicagdes associadas a
superficie (por exemplo, catdlise e deteccao) por métodos livres de surfactante (107)
incluindo métodos fotoquimicos, ultra-sonoquimicos (108,109) e métodos baseados em
plasma (110). Em diversos casos, moléculas biologicas, tais como o oligonucleotidos (111),
os aminoacidos (107), o cloridrato de éster metilico de L-cisteina (86) ou moléculas
organicas relativamente mais verdes como citrato (84,109) e o dodecanotiol (112) foram

utilizados no lugar de surfactantes para estabilizar AuNPs.

Um dos objetivos desta tese foi utilizar glicerol tanto como solvente quanto como agente
estabilizante e redutor, com as vantagens de baixo custo, boa biocompatibilidade,
biodegradabilidade e longa vida util. Nesta tese, demonstramos que AuNPs com
razoavelmente boa distribuicdo de tamanho e estabilidade pode ser obtidas usando glicerol

em meio alcalino simultaneamente como um agente redutor e estabilizador de baixo custo e
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mais verde. O método one-pot para a preparacao de AuNPs desenvolvido nesses trabalho
que emprega glicerol como um agente redutor e estabilizador mais verde e de baixo custo
ndo requere a utilizacdo de qualquer agente estabilizante externo ou solvente organico e

atende os principios da quimica verde.
1.6. Preparacao de AuNPs e AgNPs utilizando Glicerol como agente redutor

Estudos recentes demonstraram que o glicerol (propano-1,2,3-triol) em meio
alcalino pode reduzir os ions Ag* e Au3* a nanoparticulas metalicas a temperatura
ambiente na presenca de PVP, PDAC ou CTAB como agente estabilizante
(65,76,77,113-117). O uso de glicerol como um agente redutor de baixo custo e mais
verde é uma opc¢do atraente para preparar AuNPs devido a muitas vantagens
inerentes, tais como baixo custo e alta estabilidade quimica. De forma semelhante,
foram preparadas AuNPs de 2—8 nm utilizando lipossomos como nanorreatores e
glicerol, incorporado nos nanorreatores como agente redutor (67), além de PVP e 6-

mercapto-1-hexanol como agentes estabilizantes.

Nalawade et al. também relataram a preparacdo de AuNPs na faixa de tamanho de 8-
50 nm usando glicerol puro ou mistura de glicerol-PVP (65). Similarmente, Grace e
Pandian empregaram glicerol como agente redutor para preparar AuNPs protegidos
com PVP usando métodos de microondas e refluxo a temperatura de ebuliciao do
glicerol (290 °C) (66). Eles conseguiram a formacao de AuNPs esféricos (7 nm de
diametro) usando condigdes de refluxo a 290 °C, enquanto que as nanoparticulas de
ouro prismaticas triangulares foram formadas a mesma temperatura sob o modo de

aquecimento por microondas (66).

O glicerol é um reagente biodegradavel de baixo custo, ndo téxico, nao volatil, que é
produzido como subproduto em grandes quantidades pela industria de biodiesel. O
glicerol bruto é o principal subproduto da reacdo de transesterificacao (Figura 18) na
industria do biodiesel e da reacdo de saponificacdo na industria do sabdo (118-120).
Este subproduto encontra muitas aplicagdes industriais, for exemplo, na producao de
cosméticos, resinas, medicamentos, alimentos, tecidos e produtos quimicos de maior

valor agregado (121), etc. No entanto, para tais aplicacdes, o glicerol deve ser
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purificado e este processo de purificacdo é um aspecto econémico e tecnolédgico
importante na industria de biodiesel. Além disso, como o biodiesel é produzido em
grande escala, produz-se excesso de glicerol bruto como subproduto (2 bilhdes de lbs
em 2009) (119), o que torna o glicerol um reagente economicamente atrativo para
aplicacbes em processos e reagdes quimicas, além de ser considerado como um

agente redutor/solvente sustentavel (118,119,121).

Figura 18 - Reacdo de transesterificagdo em que as gorduras e 6leos (triglicéridos) reagem
com um alcool tal como metanol, na presenca de um catalisador (acidos (HCIl, H2S04), bases
(NaOH, KOH, CaO, Mg0), acidos sdlidos (6xido de zircénio ou 6xido de titdnio ) ou enzimas

(lipozima, novozima)) para produzir ésteres metilicos de acidos graxos e glicerol como

subproduto
CH-COOR, COOCH3R, FH;DH
Catalys
HCOOR, + 3CH;0H —~, COOCHR, + CHOH
CH>COOR3 COOCH:R: CH,0OH
Triglycerides Methanol Methyl esters Glycerine

Font: Ref. (120)

Uma propriedade importante do glicerol é sua alta estabilidade na maioria das
condi¢cdes, podendo ser armazenado por um longo periodo de tempo, mesmo em
solucdes aquosas. Comparado com o método do poliol (100) e os métodos assistidos
por microondas (64), que tém sido amplamente utilizados na preparacao de
catalisadores baseados em Au, o método do glicerol é muito mais rapido e simples. O
método do poliol consiste tipicamente em refluxar uma mistura de um sal precursor
(ex: AuClz ou AgNO3), um agente estabilizante (ex: PVP) e um polialcool (ex
etilenoglicol) a 160-240 °C durante 2-12h, um processo que é tedioso e que
consume tempo e energia. A abordagem que emprega o uso de microondas também
demanda alta temperatura e requere um gerador de microondas. Além disso, em
comparacao com os métodos mencionados acima, o glicerol é uma opc¢do mais verde,
uma vez que o glicerol é nao toxico e prontamente biodegradavel sob condigdes

aerodbicas.
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Outra caracteristica importante do glicerol é que este pode atuar como um agente de
reducao fraco ou relativamente mais forte dependendo do pH da solug¢ado, podendo

ser utilizado como agente redutor ajustavel ao pH.

A partir desta breve revisao da literatura, torna-se claro que o glicerol tem potencial
para ser empregado como agente redutor de baixo custo e mais verde. Entretanto, os
estudos relatados acima empregaram glicerol comercial de alta pureza (pureza 2=
99,5%) (65,76,113,114,122), ou requerem instrumentos de alto custo (66),

reagentes caros [68] ou procedimento complicado (67).

Neste estudo, tentou-se empregar glicerol bruto (crude glycerol (CG)) obtido como
subproduto da reacdo de transesterificacdo (118) em industrias de biodiesel como
agente redutor para preparar AuNPs de 10 nm ou menores com boa homogeneidade
de tamanho. Ndo se utilizou nenhum passo de purificagao exceto filtracao simples
para purificar o CG. A motivacdo por tras dessas tentativas foi (i) substituir os
agentes redutores menos estaveis e perigosos, tais como o borohidreto de s6dio e a
hidrazina, pelo glicerol, especialmente na sua forma bruta (CG), que ¢é
ambientalmente benigno, quimicamente estavel, biodegradavel e abundantemente
disponivel, (ii) explorar novas possibilidades para a preparacdo de nanoparticulas
metalicas utilizando CG como agente redutor, (iii) comparar a eficiéncia de glicerol
comercial (alta pureza) e CG na sintese de AuNPs e (iv) se beneficiar da natureza
sustentavel do glicerol e emprega-lo como um agente redutor de baixo custo e

abundantemente disponivel.

Também preparou-se com sucesso AuNRs por um método one-pot usando glicerol
como agente redutor e CTAB e AgNOsz como agente de controle de forma das
particulas. Demonstramos que a formacado de sementes e o crescimento de particulas
ocorrem na mesma soluc¢do, levando a formag¢do de AuNRs na presenca de CTAB.
Verificou-se que o rendimento de AuNR foi de 100% a temperatura ambiente e sob
condicdes de redugao suaves. Por conseguinte, o método proposto aqui pela primeira
vez apresenta as seguintes vantagens em relacdo aos métodos mais comumente

encotrados na literatura: (i) simplicidade, (ii) rendimento elevado a temperatura

24



ambiente, utilizando reagentes facilmente manipulaveis, de baixo custo e

ambientalmente seguros e (iii) boa reprodutibilidade.
1.7. Objetivos do projeto

O objetivo geral dessa tese foi preparar e caracterizar nanoparticulas de ouro com
controle de tamanho e forma usando glicerol (puro e cru) como agente redutor de baixo

custo e ambientalmente amigavel, bem como agente estabilizante.
Objetivos especificos
Os objetivos especificos do projeto estao descritos a seguir.

1) Preparar nanobastdes de ouro (AuNRs) usando glicerol como agente redutor e

CTAB como agente de controle da forma.

2) Verificar o efeito dos parametros de sintese (pH e concentracgdes de glicerol, CTAB

e AgNO3) no rendimento e razdo de aspecto (AR= aspect ratio) dos AuNRs

3) Preparar AuNPs e AgNPs utilizando glicerol (puro e bruto) como agente redutor

na presenca de diferentes agentes estabilizantes tais como CTAB, PVP e PDAC

4) Verificar o efeito das impurezas presentes no glicerol bruto obtido diretamente da
reacdo de transesterificacdo sobre a forma, morfologia e distribuicao de tamanho de

particula de AuNPs e AgNPs.

5) Verificar o efeito destes diferentes estabilizantes/polieletrélitos na morfologia e

distribuicao de tamanho dos NPs.

6) Sintese sem ligantes establizantes de AuNPs e AgNPs utilizando glicerol tanto

como agentes redutores quanto estabilizador.
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Capitulo 2

Parte experimental
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2. Parte Experimental
2.1. Reagentes quimicos

Brometo de hexadeciltrimetilamo6nio (CTAB), AgNO3, HAuCls e glicerol (~99,5%)
foram comprados da Fluka, Merck, Sigma-Aldrich e Panreac, respectivamente.
Polivinilpirrolidona (PVP, peso molecular médio de 10.000 g mol-1), cloreto de
polidialildimetilaménio (PDAC, 20% (m/v) em H20, peso molecular entre 100.000-
200.000 g mol-1) foram adquiridos da Sigma Aldrich. Todos estes reagentes quimicos
foram de qualidade analitica e foram utilizados sem purificacao adicional. Também
foram utilizadas amostras de glicerol bruto (crude glycerol (CG)), localmente
conhecido como Glicerina Loira, de cor amarela acastanhada e industrialmente
preparadas por reacao de transesterificacdo empregando-se uma mistura de 6leos
vegetais e gorduras animais. O CG foi fornecido pela industria BioBrotas Oleoquimica

(Brotas, SP).

Dois tipos de amostras de CG (CG-73 e CG-65) foram utilizadas neste trabalho. As amostras
CG-73 (contendo 73% de glicerol e baixo teor de impurezas organicas e elevado teor de
impurezas inorganicas) foram duplamente filtradas a vacuo através de papel de filtro de 7
pum e na sequéncia em 0,2 pm, com o objetivo de remover a materia particulada. Utilizou-se
0 CG-65 (contendo 65% de glicerol e elevado teor de impurezas organicas), sem qualquer
pré-tratamento. Todas as solugdes aquosas utilizadas na sintese foram preparadas com
agua de alta pureza (18,2 MQcm) purificada por sistema Millipore Milli-Q Plus. Os aparatos
de vidraria utilizados nos experimentos foram primeiramente limpos com solucao de
permanganato de potassio, depois com solu¢do piranha (3 mL H2SO04 : 1 mL de H202) e

finalmente lavados com uma quantidade abundante de agua Milli-Q.

2.2. Preparacao de nanobastdes de ouro (AuNRs) pelo método denominado

“one-pot” utilizando glycerol de alta pureza como agente redutor

O procedimento geral para a preparacdo de AuNRs é mostrado na Figura 19 e os detalhes
das condi¢des experimentais utilizadas na sintese de AuNRs pelo método one-pot sdo

reportados na Tabela 1. Todas as concentragcdes mencionadas sdo as concentragdes iniciais.
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O protocolo tipico de sintese consistiu na preparac¢do de duas solugdes (A e B) e depois a

solucgdo A é adicionada a solug¢do B (Figura 19).

Soluc¢do A: Num baldo volumétrico de polipropileno, prepararam-se solugdes de glicerol 0,1
mol L1 em diferentes pH por diluicdo do volume necessario de glicerol em solucao aquosa

de NaOH de diferentes concentragoes (0,01, 0,1, 0,2 e 0,3 mol L1).

Solugdo B: A Solugdo B foi preparada por adicao de 5 mL de solugdo aquosa de CTAB (0,2
mol L1) a 150 puL (a menos que especificado de outra forma) de uma solucdo aquosa de
AgNOs3 (0,004 mol L-1) num tubo falcon de polipropileno de 50 mL de volume. Em seguida,
adicionou-se 5 mL de solugdo aquosa de HAuCls (0,001 mol L-1) o que resultou na formacgao

de uma solugdo amarelo-alaranjada.

Finalmente, foram adicionados volumes diferentes de solu¢do A (glicerol 0,1 mol L1 em
meio alcalino) a solu¢do B num tubo de polipropileno, o que resultou numa descoloracao
completa da solug¢do da mistura ou, em alguns casos, numa cor amarela muito fraca,
dependendo do pH e volume da solugdo de glicerol adicionada. Posteriormente, esta cor

amarelada desapareceu.

Figura 19 - Esquema geral para peparacdo de AuNRs utilizando glicerol como agente
redutor e CTAB como agente de controle-de-forma. A letra M significa concentragdo em mol
L1

Preparacdao de AuNRs

AgNO; = 0.004 M
CTAB= 0.2M
HAuCl, = 0.001 M
Glicerol =0.1 M
NaOH= 0,1-0.4 M

Glicerol
+

NaOH AgNO,
+
CTAB
+ » UV/Vis
Solucio A HAuCl, Caracterizagdo » MET
¢ 7 »MEV
Solugdo B

Fonte: Autoria proépria
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Tabela 1 - Parametros experimentais utilizados na sintese de AuNRs. A concentragdo de

CTAB, HAuCls e AgNOs3 foi de 0,2 mol L1, 0,001 mol L1 e 0,004 mol L1, respectivamente.

CTAB Glycerol NaOH Au3+ AgNO3 T
Cédigo

(molL-1) (mL) (mol L-1) (molL1) (mL) (°Q)
NR-1 0,2 10 0,01 0,001 0,15 25
NR-2 0,2 10 0,01 0,001 0,15 30
NR-3 0,2 10 0,01 0,001 0,15 50
NR-4 0,2 10 0,01 0,001 0,30 50
NR-5 0,2 10 0,01 0,001 0,15 60
NR-6 0,2 2 0,1 0,001 0,10-0,35 30
NR-7 0,2 2 0,2 0,001 0,15 30
NR-8 0,2 2 0,3 0,001 0,15 30

Fonte: Autoria prépria

A formacgao das AuNRs por este procedimento é normalmente lenta e pode levar de 0,5 hora

a 72 horas dependendo da temperatura e pH da solugdo. Na concentracdo de NaOH de 0,1 M

ou mais, a cor da solugdo de crescimento (growth solution) muda de incolor para purpura-

rosada clara dentro de 15-20 minutos, e a formacdo de AuNR comeca dentro de 1h. A

formagdo das AuNRs é acompanhada por uma mudanca de cor, de rosa para roxo. Apos a

conclusao da formacao de AuNRs, a amostra foi centrifugada a 1000 rpm durante 10

minutos para remover o excesso de CTAB e procedida a lavagem por duas vezes com agua

deionizada.

29



2.3. Preparac¢do de AuNPs pelo método denominado “one-pot” utilizando

glicerol bruto como agente redutor

O esquema geral para a sintese das AuNPs pelo método one-pot utilizando CG é
mostrado na Figura 20 enquanto os detalhes das condi¢cOes experimentais utilizadas
sdo apresentados na Tabela 2. Tipicamente, foram utilizados diferentes volumes (0,5-
2,0 mL) de CG diluido para 50 mL com soluc¢do de NaOH num tubo de plastico
polipropileno para se obter a solugao basica de glicerol (solucdo A) de diferentes
concentragoes (0,1-0,4 mol L-1). O pH da solugdo de glicerol foi variado utilizando
solucao de NaOH de diferentes concentrac¢des (0,1-0,4 mol L-1). Depois adicionou-se
2 mL desta solucdo basica de glicerol (solu¢do A) a uma mistura (solucao B)
consistindo de 5 mL de agente estabilizante (PVP ou PDAC, ambos 1%) e 5,0 mL de
HAuCls (7,5 x 104 mol L-1) num tubo de polipropileno, o que resultou na formagao de
AuNPs como indicado pelo aparecimento da cor rosa avermelha. Apés completar a
formacdao das AuNPs, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 10

minutos e 13.000 rpm durante 30 minutos para remover o excesso de surfactante.
Figura 20 - Esquema geral para a preparacao das AuNPS utilizando CG como agente redutor

e PVP ou PDAC como agentes estabilizantes. A letra M significa concentragdo em mol L-1,

Preparaciao de AuNPs com Glicerol Bruto

HAuCl,=7.5x10*M
NaOH= 0.22M
Glicero = 0,1-0,4M

Glicerol bruto
+

NaOH

PVP/PDAC

=l

HAuCL,

> UV/Vis

. » MET
» MEV

» DLS

Fonte: Autoria prépria
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2.4. Sintese de AuNPs livres de ligantes (Ligand-Free synthesis) e utilizando
glicerol para atuar parcialmente como agente redutor e parcialmente

como estabilizador

Os detalhes das condi¢des de sintese das AuNPs utilizando glicerol como agente redutor-
estabilizador estdo apresentados na Tabela 3. Num procedimento tipico, as AuNP foram
preparadas adicionando-se 2 mL de glicerol puro (99,5%, d = 1,26 g mL-1 ) ou uma mistura
de glicerol-agua, com 0,04 mL de NaOH (0,2 mol L-1), esta mistura foi vigorosamente
agitada. Em seguida, adicionou-se 1 mL de HAuCls (7,5 x 10-4 mol L-1) e agitou-se a mistura
suavemente para misturar os reagentes. A cor rosa avermelhada aparece em 1 minuto apos
misturar todos os reagentes, mostrando que o Au3* foi reduzido para Au’ com a

consequente formagdo das AuNPs.

Tabela 2 - Condigdes de sintese das AuNPs utilizando CG em meio alcalino; a quantidade de
HAuCls era de 3,75 x 10-3 mmoles e a temperatura era de 25 °C em todos os experimentos.
Todas as concentragdes nesta Tabela sdo as concentragdes iniciais e o volume total da

mistura reacional foi fixado em 12 mL em cada caso.

Glycerol NaOH PVP % PDAC %
Parameter

(mol L'1) (mol L-1)* (m/v) (m/v)
Efeito de PVP 0,2 0,3 0,03, 0,05,1,0,1,3 -
Efeito do Glicerol 0,1, 0,2,0,3,0,4 0,3 1,0 -
Efeito do NaOH 0,2 0,1,0,2,0,3,0,4 1,0 -
Efeito do PDAC 0,2 0,3 - 0,03, 0,05,1,0,1,3
Efeito do NaOH 0,2 0,1,0,2,0,3,0,4 - 1,0

*concentracio de NaOH utilizada na preparagio da solugio de glicerol para ajustar o pH

Fonte: Autoria proépria
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Tabela 3 - Condig¢des de sintese das AuNPs utilizando glicerol em meio alcalino como agente
redutor e estabilizador. Todas as concentragdes nesta Tabela sao concentragdes iniciais e o
volume total da mistura reacional foi fixado em 3,04 mL em cada caso. A concentracdo de

HAuCls foi constante (7,5 x10-4 mol L1, 1 mL) em todos os casos.

; NaOH Temperatura
Parametros Glicerol (mL) Agua (mL) )
(0,04 mL) (C)
2 0 0,2 mol L1 25
1,5 0,5 0,2 mol L1 25
Razdo glicerol/agua
1 1 0,2 mol L1 25
0,5 1,5 0,2 mol L1 25
Temperatura 2 0 0,2 mol L1 10, 25, 40, 60
NaOH 2 0 0,05-0,3mol Lt 25

Fonte: Autoria prépria
2.5. Técnicas de caracterizacao
2.5.1. Analise de espectroscopia UV /Visivel (monitoramento da formac¢ao das NPs)

A formac¢do de AuNPs, AgNPs e AuNRs foi monitorizada por espectroscopia de absorc¢ao
eletronica na regidao de 300-1200 nm utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis-NIR
(Shimadzu) ou um espectrofotometro V-630 UV-Vis (Jasco, EUA) (300-800 nm). A
estabilidade coloidal das AuNPs preparadas em funcao da temperatura foi avaliada por
aquecimento da suspensao das AuNPs a diferentes temperaturas (entre 25 e 100 °C)

durante 10 minutos ou 30 minutos e tirando os espectros na regiao UV-Vis.
2.5.2. Andlise de microscopia eletronica (tamanho e morfologia das NPs)

A distribuicdo de tamanho das NPs e a morfologia das NPs preparadas (AuNPs,
AgNPs e AuNRs) foram estudadas usando microscopia eletrénica de transmissao

(MET) e microscopia eletronica de varredura (FEG-MEV). As imagens de MET foram
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obtidas utilizando um microscépio eletrénico de transmissao ((G2F20, FEI TECNAI)
operado a uma tensdo de aceleracdo de 200 kV e equipado com um detector de raios-
X do tipo dispersivo-por-energia (EDX). Para o estudo de MET, as amostras foram
preparadas por drop-casting de 10 pL da suspensao das AuNPs sobre uma grade de
cobre revestida com carbono (CFC-200Cu, Electron Microscopy Sciences, EUA). As
imagens de FEG-MEV foram obtidas utilizando um microscépio Inspect F-50 (FE],
Nederland) a uma tensdo de aceleracdo de feixe de eletrons de 15 kV. As amostras
foram depositadas a partir de uma suspensdo aquosa diluida na forma de uma
camada fina sobre placas de silicio monocristalino e deixadas secar sob condi¢des
ambientais. O didAmetro médio das AuNPs foi calculado medindo o didmetro de pelo

menos 200 AuNPs a partir das imagens TEM e FEG-SEM.

Antes de preparar as amostras para analise por FEG-MEV e MET, as suspensdes de AuNPs e
AuNRs foram bem dispersas por sonicagdo. A razdo de aspecto (AR = comprimento dividido
pela largura) de AuNRs foi calculada medindo o comprimento e a largura de pelo menos
200 AuNRs a partir das imagens MET e FEG-MEV. Os histogramas mostrando a distribuig¢do
de largura, comprimento e ARs foram assim obtidos. O desvio padrdo (* DP) de ARs
relatado nesta tese representa a largura de distribuicdo dos ARs, ou polidispersidade. O
rendimento percentual (%) foi obtido medindo o nimero de AuNRs como fracdao do niimero
total de particulas de todas as formas observadas nas imagens de MET e FEG-MEV

utilizando a seguinte formula (123):

numero de AuNRs

Rendimento de AuNRs (%) = 100

- - X
numero total de particulas (AuNRs + outras formas)

2.5.3 Medidas de Espalhamento dinamico de luz (DLS) (analise da distribuicdo de

tamanho de particula)

A distribuicdao de tamanho de particula (por namero) também foi medida por técnica
de espalhamento dindmico de luz (DLS do Dynamic Light Scattering) utilizando o
sistema DLS de Zetatrac (Microtrac, EUA) equipado com um laser de diodo emissor
de 780 nm. O tempo de execugao e o numero de ciclos utilizadas para cada medida da

amostra foram de 60 s e 3 ciclos, respectivamente.
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2.5.4. Analise por difracao de raio X (DRX) (fase cristalina e tamanho de cristalito)

Os difratogramas de raios-X das nanoparticulas metalicas foram registados na faixa de 26
de 10-90° a uma varredura de 0,5° min! com um difractobmetro Rigaku Rotaflex RU-200
(Japao) utilizando radiacao de raios-X de Cu-Ka (A= 0,1540 nm). O tamanho dos cristalitos
foi estimado utilizando a férmula de Scherrer, D = 0,9A/Bcos6s, (124) com base no
alargamento dos picos de difracao nos difratogramas de raios-X, onde D é o tamanho médio
de cristalito (em nm), A é o comprimento de onda do raio-X (0,1540 nm), § é a largura a
meia altura do pico (em radianos) e g é o angulo de Bragg obtido dividindo-se por 2 o valor

20 do pico correspondente.
2.6. Analise do glicerol bruto (Crude Glycerol (CG))
2.6.1. Analise por HPLC (determinacao do teor de glicerol e nivel de impurezas)

O teor de glicerol das amostras de CG foi analisado utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC, Shimadzu) equipada com uma bomba (LC-10ADVP), auto
amostrador (SIL-20A HT), forno de coluna (CTO-20A) a 43°C, Detector de indice de
refracdo (RID-10A), controlador de sistema (SCL-10AVP) e uma coluna Aminex HPX-
87H (300 mm, 7,8 mm, BioRad). Utilizou-se uma solu¢ido aquosa de H2S04 (5 mmol L-
1) como fase moével. Para analise por HPLC, 35,2 mg de amostra filtrada de CG foram
diluidos para 25 mL num baldo volumétrico e injetados no HPLC. O teor de glicerol
(X) da amostra foi obtido comparando a area do pico de glicerol a um tempo de
retencdo de 16,1 min no cromatograma com o de uma série de padrdes obtidos nas
mesmas condi¢cdes utilizando uma curva de calibragcdao. O teor de glicerol (X) foi
calculado utilizando a férmula: X =Y - C/S, onde Y é a area do pico da amostra, S é a
inclinacdo e C é a intercepcao da curva de calibracao. O teor de glicerol na amostra

CG-73 assim obtido a partir da analise por HPLC foi de 73% (9,8M).
2.6.2. Cromatografia de troca i6nica (analise de cations)

O teor de s6dio e potdssio do CG foi determinado usando um Cromatégrafo de troca
ionica, IEC (ion exchange chromatograph do Inglés), (Metrohm) equipado com uma
coluna (Metrosep-C4-150/4,0) e um detetor de condutividade. Utilizou-se como fase

moével uma solugdo aquosa de 4acido nitrico/acido dipicolonico (acido 2,6-
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piridinodicarboxilico) com pH ajustado entre 2 a 7. Utilizou-se a fase estacionaria
com base em gel de silica com grupos funcionais carbonilo e tamanho de particula de
cerca de 5 pm. O fluxo da fase mével foi mantido a 0,9 mL min-1. Para a analise por
IEC, a amostra filtrada de CG foi diluida para 10 mL com a fase moével e injetada no
IEC. O teor de s6dio ou de potassio (X) da amostra foi obtido comparando a area dos
picos no cromatograma com a de uma série de padrdes obtidos nas mesmas
condicdes usando uma curva de calibracdo. O teor de sdédio e potassio (X) foi
calculado utilizando a formula: X =Y - C/S, onde Y é a area do pico da amostra, S é a
inclinacdo e C é a intercepcao da curva de calibracao. Verificou-se que a concentracao
de sédio e potdssio na amostra de CG-73 era de 4,6% (p/v) e 0,33% (p/v),

respectivamente.
2.6.3. Titulagdo Karl Fischer (determinacgao do teor de agua)

O teor de agua das amostras de CG foi determinado por titulacdo volumétrica de Karl
Fischer (KF) utilizando o titulador Titrino 870 KF Plus (Metrohm, Suiga). Utilizou-se
o Hydranal® composito-5 como reagente KF. Antes da determinagcao de agua em
amostra do CG, determinou-se o fator (F) de equivaléncia de agua (F = mg de agua
que reage com 1 mL de reagente KF) de composito-5 contra a quantidade conhecida
de agua pura e verificou-se que o F era de 4,58 mg mL-1l. O teor de agua (W),
determinado pela formula W = F XV, onde V é o volume usado do reagente KF, foi de

17,841,4% (CG-73) e 3,5+0,1% (CG-65).
2.6.4. Analise por RMN, FTIR e GC-MS (impurezas organicas)

Para caracterizar o glicerol e as possiveis impurezas presentes no mesmo, foi
realizada a analise de FTIR, RMN e GC-MS (Cromatégrafo de Gas acoplado a um
espectrometro de massa). Os espectros FTIR na faixa de 400-4000 cm-! com na
resolucao espectral de 4 cm1 foram adquiridos utilizando um espectrofotémetro MB-
102 (Bomem, Canada). Os espectros de RMN de 13C das amostras de glicerol foram
adquiridos com um espectrofotometro 400 MHz de RMN (Agilent Technologies
400/54) a 25°C. A andlise GC-MS da amostra do CG foi realizada utilizando a técnica
hifenizacdo de GC-MS empregando-se o equipmento GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu)
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equipado com coluna MS-5 (30m x 0,2mm). A programacdo da temperatura foi feita

mantendo a temperatura a 80 °C durante dois minutos e depois aumentou de 80 °C

para 300 °C a uma velocidade de aquecimento de 10 °C min-1.

2.6.5. Outras caracterizacoes

Determinou-se a densidade da amostras de CG medindo a massa de um dado volume

da amostra e verificou-se valores de 1,25 e 1,03 g mL-! para amostra CG-73 e CG-65,

respectivamente. O pH das amostras de CG foi cerca de 10+1 e as amostras tinham

uma cor amarelada com absorcao significativa abaixo de 450 nm (Figura 21).

Figura 21 - Espectro UV-Visivel de glicerol puro (curva preta), CG-73 (curva vermelha) CG-

65 (curva azul)
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Capitulo 3

Preparacao de nanobastoes de ouro (AuNRs) utilizando o

método glicerol de baixo custo e ambientalmente seguro
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3. Preparacio de nanobastdes de ouro (AuNRs) utilizando o método glicerol de

baixo custo e ambientalmente seguro

Introdugdo ao Capitulo

Entre os diferentes tipos de nanoparticulas, nanobastées de ouro (AuNRs) vem atraindo
recentemente grande aten¢do devido as suas propriedades 6ticas dependentes de tamanho
que permitem a sua aplicagdo no diagndstico e tratamento de doengas, em sensores,
imagens e como agentes terapéuticos térmicos, entre outros. Assim, métodos reprodutiveis,
de baixo custo, mais faceis e mais ecoldgicos para a preparacdo de AuNRs sdo bastante
importantes. Baseado nesta ideia, foi desenvolvido um método one-pot que é simples e mais
seguro para a preparacdo de AuNRs monocristalinos com alto rendimento. O método foi
criado com base no uso de glicerol em meio alcalino como agente redutor ajustavel e CTAB e
AgNO3 como agentes de controle de morfologia. Este é o primeiro relato sobre a utilizacao
de glicerol na preparacdo de AuNRs utilizando o glicerol e com um rendimento tdo elevado
(~100%). O método permite controlar o rendimento (% de AuNRs em relagdo aos outros
tipos/forma de AuNPs) e a razdo do aspecto do AuNRs, simplesmente variando os

parametros experimentais como pH, concentracdao de AgNO3 ou temperatura de reacgao.

Palavras-chave: Nanobastdes de Ouro, Nanoparticulas de Ouro, Glicerol, CTAB, Ouro

monocristalino, Sintese verde.
3.1. Formacao de AuNRs utilizando glicerol

Os espectros UV-Vis-NIR da amostra NR-1 foram retirados em diferentes intervalos de
tempo apos a preparacdo. Estes espectros podem ser observados na Figura 22. A solucao de
AuCls-CTAB antes da adicao de glicerol tem uma cor caracteristica alaranjada e possui um
pico de absorc¢ao em torno de 395 nm (linha tracejada em preto). Este pico de absorgdo esta
relacionado com o complexo [AuBr4]- que é formado pela reagao de troca de ligantes entre o
[AuCls]- e o CTAB (125). Apds a adigdo do glicerol a solugdo de AuClys—CTAB, a banda de
absorcao situada em 395 nm diminui gradualmente (como indicado com a seta na Figura
22) com uma correspondente diminui¢cdo da cor laranja da solucao até que a solugdo da

mistura se torne incolor conforme a adicao de glicerol. Isto é seguido pelo aparecimento de
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uma nova banda (banda LSPr, do Localized Surface Plasmon (Transverse) do ingles) em
torno de 520 nm (indicada com uma seta para cima), confirmando a formacao de
nanoesferas de ouro (45). Verifica-se que sob as condi¢des de redugdo suaves utilizadas na
sintese da amostra NR-1, a redug¢do dos ions Au3* para Aul* ocorre primeiro, como indicado
com formag¢do da solugdo incolor (126). Os ions Aul* sdo entdo reduzidos a atomos
metdlicos de Au conduzindo assim a formacdo de nanoesferas de ouro (AuNPs) como
indicado pelo aparecimento da cor rosa e absor¢do da solugdo acontece em torno de 520
nm. Essas nanoesferas atuam como semente internas (internal seed). Esta particulas de

semente crescem entdo a partir de atomos metalicos da solucao.

A Figura 22 mostra que o aparecimento da banda LSPt é acompanhado pelo aparecimento
da banda LSPy (Localized Surface Plasmon (Longtudinal) do inglés) em torno de 661 nm
(curva verde) indicando a formacdo de AuNR curtos de ARs menores. Estes AuNRs curtos
crescem gradualmente (com um AR de 3,6 £+ 1,1, como confirmado pelos resultados de TEM
(Figura 23) e sua correspondente banda LSP ocorre em torno de 720 nm (curva rosa). O
crescimento de AuNRs é lento sob as condi¢ées do experimento (ver Tabela 1). Isso é
explicado pelo fato do glicerol ser um acido muito fraco (pKa = 14,16) e, a um pH de 11-12,
a desprotonacdo do glicerol para formar a espécie de alcéxido carregado negativamente (-

CO-) ocorre apenas parcialmente.

Uma vantagem desta formacdo lenta de Au metalico na mistura reacional é que os AuNRs
sdo formados em elevado rendimento e seletividade morfologica, assim o rendimento de
nanoesferas é reduzido quase a zero. As imagens de TEM da amostra NR-1 (Figura 23)
mostram a forma¢ao de AuNRs de AR de 3,6%1,1 em rendimento elevado (~ 99%) sob estas
condicdes de reducao suaves a temperatura ambiente (25 ° C). Este alto rendimento de
AuNRs € uma caracteristica notavel deste método baseado em glicerol e é comparavel ao
método mediado por sementes (seed-mediated method do inglés) relatado anteriormente
(55). Até onde sabemos, ndo houve relato na literatura sobre a sintese de AuNRs em tao alto

rendimento usando glicerol como agente redutor a temperatura ambiente.
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Figura 22 - Espectro de UV-Vis-NIR da amostra NR-1 preparada a temperatura ambiente
(25 °C) usando glicerol (0.1 mol L-1) em NaOH 0.01 mol L-1 (ver Tabela 1)

e 4h

0.5+ : N4 o
0.4

ER

A G

© 0.34

cC

(4]

xS

(@]

8 0.2-

<€

0.1 1

0.0+

T T T T T T T T T T T T |
300 400 500 600 700 800 900
Wavelength (nm)

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

Figura 23 - Imagem de microscopia eletronica de transmissao (MET) da amostra NR-1

preparada a temperatura ambiente (25 °C) usando glicerol 0.1 mol L-1 em NaOH 0.001 mol
L1,

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

40



Em relacdo ao mecanismo de formacdo de AuNRs através da redug¢dao de HAuCls com
glicerol, tem sido proposto que a espécie alcoxido é o agente redutor ativo (113,115) e a
reducao de Au3* depende fortemente da formagdo deste anion a partir do glicerol e,
portanto, do pH da solugdo. De fato, Gomes et al. mostraram que outras moléculas (metanol,
etanol, formaldeido, acetaldeido e acetona) contendo um grupo hidroxila ou qualquer outro
grupo funcional (tal como o grupo carbonila) capaz de gerar grupos hidroxilas em meio
alcalino é potencialmente capaz de reduzir os i6ns Ag* ou Au3* para NPs metdlicas (115). No
entanto, ndo sao formados AgNPs ou AuNPs em meio neutro ou acido, o que implica que
condic¢oes alcalinas sdo imperativas para a desprotonacdao do grupo hidroxilo ou formacao
de radical alc6xido. O mecanismo de formacdo de Au metdlico no método baseado em

alcéxido consiste em duas etapas:

12 etapa: Desprotonagdo do alcool em meio alcalino ou adigao nucleofilica de ion OH- ao

grupo carbonilo, conduzindo ambos a formacao de ion alcéxido (-C-0-).

22 etapa: Redugdo do sal metdlico pelos alcoxidos gerados em NPs metdlicas
correspondentes. O mecanismo de formacao de Au ou Ag metalicos é explicado na Figura 24
abaixo (115).

Figura 24 - Mecanismo de formacao de ions alcoxidos por grupos alcolicos ou carbonilas e a
reducdo dos ions metalicos em NPs metalicas.
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3.2. Efeito da temperatura

Foi estudado também como a temperatura influencia na formac¢dao das AuNRs. A Figura 25a
mostra as imagens de MET da amostra NR-2 preparada a 30 °C. A NR-2 apresenta AuNRs
com AR de 4,5+2,7 (Figura 25a e Figura 26) e com 98% de rendimento (Tabela 4). Os AuNRs
NR-2 sdo portanto mais longos do que os NR-1 e o rendimento em % de NR-2 é ligeiramente
inferior ao de NR-1. A banda de LSP correspondente situa-se entre 620-800 nm para esta

amostra (Figura 27).

Figura 25 - Imagem de MET de campo claro da amostra NR-2 preparada a 30 °C (a), imagem
de FEG-SEM da amostra NR-3 preparada a 50 °C (b) e imagem de MET de campo escuro da
amostra NR-5 preparada a 60 °C.

(b) NR-3

50°C
AR=5.2+3.0 |

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

A imagem de FEG-SEM da amostra NR-3 preparada a 50 °C mostra a formacdo de AuNRs
com uma AR de 5,2 * 3,0 (Figura 25b). A banda LSP destas AuNRs alongadas da amostra NR-
3 estende-se desde a regido visivel para a NIR e situa-se entre 700-1200 nm (Figura 27). As
AuNRs da amostra NR-3 sdo mais longas do que as das amostras NR-1 e NR-2 mas o
rendimento em % da NR-3 é consideravelmente mais baixo (70 %) do que as de NR-1 e NR-
2. 0 rendimento mais baixo pode ser devido a alteracdo na capacidade de ligacdo/adsorgao

superficial de CTAB a temperaturas mais elevadas.

Estes resultados corroboram um efeito da temperatura tanto na AR quanto no rendimento
percentual de AuNRs. Entre 25 °C e 50 °C, quanto maior a temperatura, mais rapida é a

reacdo de reduc¢do, maior é a AR e menor é o rendimeno percentual. Nota-se que o tempo
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necessario para a formacao de AuNRs é reduzido de 75h para 18h quando a sintese de
AuNRs € realizada a 50 °C (NR-3). Uma possivel explicagdo para isto pode estar relacionada
com: (i) O aumento do transporte, devido a diminui¢do da viscosidade ou agitacao térmica,
das espécies Aul*-CTAB ou AuCls para as faces em crescimento da semente de Au formadas
na solucdo e (ii) A reducdo de fons de ouro sobre faces em crescimento de semente. Tanto o

processo (i) quanto o (ii) podem ser favorecidos por uma temperatura mais elevada.

Figura 26 - Histogramas da distribuicdo do tamanho de particulas, comprimento e largura

para diferentes amostras de AuNRs.
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Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

Uma vez que a temperatura do meio reacional é aumentada para 60 °C (NR-5), o
rendimento de AuNRs é quase desprezivel e s6 sdo formadas particulas decaédricas tipo
esfera de 72 = 11 nm (Figura 25c) que mostram apenas um pico de absor¢do em torno de

540 nm (NR-5 na Figura 27). Isto pode ser devido ao movimento rapido e aleatorio das
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espécies de solucdo para varias faces crescentes dos nanocristais de semente devido a

agitacdo térmica assim como a variacao no grau de adsorc¢ao preferencial de CTAB em faces

especificas quando a temperatura é elevada para 60 °C. Como a adsor¢do de CTAB em faces

especificas da espécie intermediaria é importante para a formacdo de AuNRs (55), esse

processo pode ser menos eficiente a temperaturas superiores a 50 °C, levando a formacgao

de particulas esféricas, como também observado anteriormente (127). A forma da particula

resultante no método mediado por semente, além dos fatores termodinamicos, também

depende muito de fatores cinéticos, como taxa de crescimento de particulas, taxas de

difusdo, adsor¢do e dessor¢ao (128), que por sua vez depende da temperatura. Com o

aumento da temperatura, o resultado global é o crescimento rapido, aleatério e nao

preferencial de particulas, o que favorece a formacgao de particulas nao cilindricas.

Tabela 4 - Propriedades 6ticas, ARs e % de rendimento das AuNRs

codigo Banda TSP (nm) Banda LSP band (nm) AR Rendimento
NR-1 522 630—900 3,6+1,1 99
NR-2 515 620— 800 4,5+2,7 98
NR-3 517 650— above 1100 5,2+3,0 70
NR-4 532 650—above 11 00 5,8+2,4 27
NR-5 540 - - 1
NR-6 528 614 2,2+0,4 42
NR-7 528 700 2,4+0,7 48
NR-8 528 714 2,4+0,5 41

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

A Figura 27 também mostra como a banda LSP pode ser encontrada entre 620 e 1200 nm

controlando os parametros de sintese. Essa ampla gama de LSP é importante do ponto de

vista das aplicacdes.
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3.3. Efeito da concentracao de AgNO3

Também foi avaliado o efeito da concentracdo de AgNO3 nas caracteristicas das particulas
sintetizadas a duas temperaturas diferentes (30 °C e 50 °C). Para a amostra NR-4, preparada
a 50 °C, o volume de AgNOs3 foi aumentado de 0,15 mL para 0,30 mL. As AuNRs com AR de
5,82 foram produzidas com rendimento de 27% (Figura 28a). Além disso, a adi¢do de
maior teor de prata (0,30 mL) levou a formacgdo de particulas esféricas decaédricas com um
didmetro médio de 28+4 nm (Figura 28b) que foram menos evidentes na amostra NR-3.
Estas particulas decaédricas deslocam a banda TSP da amostra para cerca de 532 nm
enquanto a banda LSP de baixa intensidade situa-se entre 650 nm e 1100 nm (Figura 27).
Tais estruturas decaédricas e icosaédricas, encapsuladas pelas faces {111} (53) séao
comumente formadas por causa de sua menor energia (129). Com base nestes resultados,

pode-se afirmar que AgNOs3 influencia na forma da particula e no rendimento percentual dos
AuNRs.

Figura 27 - Espectro de Absorcao Eletronica de diferentes amostras de AuNRs.
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Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

45



Figura 28 - Imagens de MET da amostra NR-4 (a) e imagem de MET apenas de particulas
esféricas decaédricas da mesma amostra (b) preparada utilizando 0,3 mL de AgNOz 0,004

mol L-1. O resto das condigdes experimentais foram semelhantes as da NR-3 (ver Tabela 1).

AR= 5.8%+2.4
AuNRs yield = 27%

50 nm

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

O efeito do volume de AgNOs3 sobre o crescimento de particula, AR e rendimento (%) foi
estudado de forma mais sistematica variando o volume de solu¢cdo de AgNO3 (0,004 mol L1)
adicionado na preparagdo da amostra NR-6; O restante das condi¢cdes de sintese foram
mantidos constantes (ver Tabela 1). A Figura 29 mostra as imagens de MET da amostra
preparada com diferentes volumes de AgNO3z. Nenhuma formacdo de AuNRs foi observada
na auséncia de AgNOs3 (Figura 29a). Isso indica que o AgNOsz desempenha papel
fundamental na formag¢do de AuNRs (55,98). A adi¢cdo de AgNO3 a mistura reacional levou a
formagdo de AuNRs com rendimento variavel dependendo do volume adicionado (Figura
29b-d). Acredita-se que os ions Ag* formam AgBr (Br-vindo de CTAB), que ndo sé restringe
o crescimento ao forma de bastonetes mas também estabiliza os esferdides e as bastonetes
formadas em soluc¢ao (98). Também é possivel que o AgBr insoltuvel precipite deixando a
parte CTA* livre para interacdo/adsor¢ao com a superficie das particulas em crescimento,
estabilizando-as. No entanto, tem sido proposto que o AgBr adsorve seletivamente sobre as
faces {110} da particula semente em crescimento, o que retarda o crescimento destas faces

(98).
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Figura 29 - Imagens de MET de campo escuro da amostra NR-6 preparada na auséncia de
AgNO3(a) e 0,1 mL (b) 0,25 mL (c) e 0,35 mL (d) de AgNOs. A concentracao de AgNO3 foi de

0,004 mol L-! em cada caso.

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

Recentemente, foi proposto que a prata possa ser preferencialmente adsorvida nas faces
{250} de energia mais elevada que sdao mais abertas e acessiveis para tal deposi¢do (130).
Em ambos os casos as faces {100}, sendo apenas parcialmente cobertas por prata, crescem
predominantemente de forma que um crescimento unidimensional ao longo da direcao
[100] leva a formacdo de AuNRs (97,123,130), como as estudadas neste estudo (veja
resultados de HRTEM frente).

O aumento de rendimento de AuNRs foi proporcional ao aumento do volume de AgNO3
(0,004 mol L-1) até 0,25 mL e depois diminuiu com aumento de volume de AgNO3 (Figura
30a), de acordo com os resultados previamente relatados (55,131). Assim, apenas uma
pequena quantidade de fons Ag* é necessaria para a forma¢do de AuNPs. Nikoobakht e
colaboradores tém atribuido este efeito adverso de maior concentracdo de AgNO3 sobre o
rendimento e ARs de AuNRs ao aumento da for¢a iénica que leva uma mudanga na tamanho

de micelas de surfactante (55).
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Figura 30 - Mudanca de rendimento percentual (%) (a) e espectros Vis-NIR (b) de amostras

preparadas variando os volumes (mL) de AgNO3 0,004 mol L-1 na amostra NR-6.
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Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

Sugere-se que quando usamos uma quantidade maior (> 0,25 mL) de AgNOs3 na sintese, a
faces {250} pode ser completamente bloqueada por AgBr (123) e assim o crescimento
ocorre predominantemente nas faces {100} e {111} que leva a formacdo de particulas
esféricas (53,130). O rendimento das AuNRs é em torno de 10% para a amostra contendo
0,35 mL de AgNOs3 (Figura 30a). Sob as presentes condi¢gdes experimentais, ndo se observou
diferenca significativa nas ARs (2,3+0,5) das AuNRs obtidas com diferentes volumes (0,1—
0,35 mL) de AgNOs. Os espectros electronicos das amostras correspondentes sao

semelhantes devido as ARs semelhantes de cada amostra (Figura 30b).
3.4. Efeito da [OH] na solucdo de Glicerol

O glicerol é um alcool triol que possui dois grupos OH primdrios e um grupo OH secundario,
sendo os grupos primarios mais reativos do que o secundario. Assim, o grau de
deprotonag¢do do glicerol depende das condi¢cdes experimentais, especialmente do pH do
meio. Observamos acima que o crescimento de AuNRs foi lento (Figura 22) e o rendimento
de AulNRs foi alto, em torno de 99% (Figura 23 e Figura 25a) sob o ambiente de reducao
suave (amostras NR-1 e NR-2). A solucdo de glicerol na sintese destas amostras foi

preparada em NaOH 0,01 mol L1 (pH~ 11-12). Também se obtiveram AuNRs quando a
48



concentracdo de NaOH utilizada na sintese foi mantida a 0,005 mol L1 (Figura 31). Isto é
explicado pelo fato de o glicerol ser um acido muito fraco (pKa = 14,16) e a um pH da
solucdo de 11-12, a deprotonacao de glicerol para formar a espécie de alcéxido (-CO-) pode
ocorrer apenas parcialmente. A espécie alcoxido é o agente redutor ativo (113,115) e a
reducao de Au3* depende fortemente da formacdo deste anion a partir do glicerol e,

portanto, sobre a [OH] da solugao.

Figura 31 - Espectro UV-Vis-NIR da AuNRs preparada usando 0,1 mol L1 de glycerol em
solucdo de NaOH 0,005 mol L-1. A presenc¢a da banda LSP indica a forma¢ao de AuNRs
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Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

E evidente que o pH da solucdo tem um papel decisivo na formacdo de nanoparticulas
metalicas. Assim, investigou-se o efeito do pH sobre o ARs e o rendimento percentual das
AuNRs. A solucao de glicerol (0,1 mol L-1) foi preparada em soluc¢des de 0,1, 0,2 e 0,3 mol L1
de NaOH no caso de NR-6, NR-7 e NR-8, respectivamente. O pH da solugdo variou assim

entre 12,0 e 13,5 nestas 3 amostras e a temperatura foi mantida constante a 30 °C.

A Figura 32 mostra as imagens de MET das amostras preparadas com solucao de glicerol 0,1
mol L1 na presenca de diferentes concentracdes iniciais de NaOH. Quando o pH da soluc¢ao
de glicerol aumentou de 12 para 13-13,5 (ou aumentando a concentracao de NaOH de 0,01

mol L1 para 0,1-0,3 mol L-1), a formacao de AuNRs comecou dentro de 1h de reacao, mais
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rapidamente do que a pH 11. Mas tanto a AR quanto o rendimento (%) das AuNRs
diminuiram (Tabela 4). Em particular, para amostra NR-6, NR-7 e NR-8, o valor médio de
ARs era de cerca de 2,2-2,4 (Figura 32) e o rendimento esta entre 40-50% (Tabela 4).
Devido ao seu ARs pequeno, estas pequenas AuNRs absorvem na regido visivel abaixo de
800 nm (Figura 33). Estas pequenas AuNRs podem ser importantes para aplicacbes de

detec¢do na regido visivel.

Figura 32 - Imagens de MET de campo escuro das amostras NR-6 (a), NR-7 (b) e NR-8 (c)
preparadas com glicerol 0,1 M e diferente pHs; a solugdo de glicerol utilizada na sintese das
amostras NR-6, NR-7 e NR-8 foi preparada em 0,1, 0,2 e 0,3 mol L1 de NaOH,

respectivamente. Todas as outras condi¢des sdo semelhantes para as trés amostras.

20 nm

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

A diminuicdo do rendimento percentual das AuNRs pode ser explicada com base no fato do
glicerol atuar como agente redutor relativamente mais forte a um pH mais elevado (> 12).
Neste caso, hd uma rapida formag¢do de um grande nimero de &tomos de Au metalicos, que
depositam aleatoriamente nas particulas de Au sem muita preferéncia por uma face
especifica, produzindo assim particulas esféricas com rendimento maior do que a de pH 11.
A AR diminui também porque o processo de deposicdo ndo é preferencial e, além de as
faces {110} ou {250}, a deposicao de atomos de Au em outras faces também pode ser
favorecida devido a rapida formacdo de grande nimero de atomos metalicos. A alteracdo da
forca idnica total da solugdo pode ser outra razao para a diminuicao do rendimento e ARs de
AuNRs a concentracdes mais elevadas de NaOH. A alteracao da forc¢a ionica pode afetar o

tamanho da micela do surfactante e, portanto, sua interacdo com as particulas em
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crescimento (55). Estudando a forma¢do de AuNRs sob diferentes condi¢des de pH,
verificou-se que a concentracdo de NaOH na preparacdo de solucdo de glicerol deve ser

mantida entre 0,01-0,005 mol L1 de modo a obter AuNRs puras (Figura 23 e Figura 31).

Figura 33 - Espectros Vis-NIR das amostras NR-6, NR-7 e NR-8, que diferem na quantidade
de NaOH utilizada na preparacdo da solucao de glicerol 0,1 mol L-1. Todas as outras
condi¢des sdo as mesmas para as trés amostras. O crescimento de AuNRs comeca dentro de

1h sob estas condi¢des experimentais.
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Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).
3.5. Estrutura Cristalografica das AuNRs
A estrutura cristalografica das AuNRs depende do método de preparacdo (97), da estrutura

cristalografica de particula semente (132) e da AR das AuNRs (53), podendo-se obter

estrutura penta-geminada (133) ou estrutura monocristalina (53,96), com crescimento
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preferencial na direcdo [001]. Geralmente, as AuNRs tém uma dire¢do do crescimento axial
([001]) (53,96,130) e sua superficie é delimitada por faces laterais do tipo {250} (130) e
faces terminais {110} e {111}. As particulas de ouro tipo esfera por sua vez sao
normalmente fechadas por faces {100} e {111} (53). A forma final das AuNRs depende de
qual das quatro faces ({100}, {110}, {111}, {250}) cresce predominantemente (53,130).

A Figura 34 mostra os detalhes da andlise de HRTEM da amostra de NR1. Nenhuma falha
estrutural ou deslocamento foi observado e sdo vistos planos idénticos confirmando a
estrutura monocristalina perfeita do tipo fcc das AuNRs (Figura 34a). A estrutura
monocristalina de fcc das AuNRs é clara a partir do padrao de difracdo de elétrons (Figura
34b) registado com o eixo paralelo a dire¢do [103] (consistente com o c6digo ISCD 163723
ou 53764). A existéncia da estrutura monocristalina e a auséncia de planos idénticos (twin
planes) pode ser explicada considerando a presenca de faces {250} de alta energia com
estrutura mais aberta e flexivel, como proposto por Carb6-Argibay e colaboradores (130).
Essa estrutura aberta e flexivel de faces {250} pode reduzir o estresse que resulta da

estrutura monocristalina e que, de outra forma, leva a formacgao de planos idénticos.

A imagem de HRTEM das AuNRs (Figura 34a) obtida usando o feixe de elétrons
perpendicular a dire¢do de crescimento mostra os planos com distancias interplanares
(DIPs) de 0,203 nm que correspondem a familia de planos {200} da estrutura fcc de Au
(JCPDS # 65-2870, ICSD # 163723) (134). Como as AuNRs estdo deitados na telas (grid) de
MET (supporte), nem todas as orientacdes das AuNRs sao acessiveis e apenas a familia de
planos {200} é predominantemente observada na amostra como-depositada (as-deposited).
As familias de planos {111} e {200} foram predominantemente observadas nas AuNRs que
ficam deitas na grid de TEM (96). A presenca de faces {250} s6 pode ser observada quando
foram analisadas as AuNRs supportadas perpendiculares ao substrato (130). Mesmo apds
inclinar ligeiramente a amostra, pudemos observar os mesmos DIPs, 0,204 nm Figura 34c).
O contraste de massa-espessura nas bordas mostra uma estrutura de nanoparticulas

cilindricas com terminacao arredondada ou esférica.
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Figura 34 - Imagem de HRTEM (a) e padrao de difracdo de eletrons da amostra NR1
registrada com o eixo da zona paralela a direcao [103] (b); HRTEM obtidas ap6s inclinacao

da amostra (c, d). A direcao de crescimento [001] é marcada em (a). A direcao {111} de

planos situa-se a cerca de 45° em relacdo a direcao de crescimento

- 3 fj\:}%‘?’; oo

..

Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).

Considerando [001] como a direcdo de crescimento, a familia de planos {111} com DIP de
0,238 nm pode ser observada no HRTEM num angulo de 45° quando observada a partir da
direcdo [110] (Figura 34d) Pode notar-se na Figura 34d que o angulo entre a familia de
planos {111} e a direcao de crescimento é de aproximadamente 45°. Isto sd é possivel se a
direcdo de crescimento for [001]. Com base na Figura 34 a direcao de crescimento é

identificada como [001], de acordo com os estudos anteriores (53,130) (ver Figura 35).

53



A Figura 35 resume os resultados discutidos anteriormente, bem como as varias fases na
formacao de AuNRs. A adi¢do de uma solugdo alcalina de glicerol a uma mistura de HAuCls e
CTAB conduz a redug¢do dos ions Au3* para Aul*. Estes ions Aul* sdo ainda reduzidos a
atomos de Au metdlicos que conduzem a formacdo de nanoesferas de Au (particlulas
sementes) como indicado pelo aparecimento da banda de absor¢do em 520 nm na Figura
22. A estrutura cristalina da particulas semente é o fator mais importante na determinacao
da forma final da particula (53,96,130,132,135). Quando estas particulas sementes crescem
até um tamanho consideravel, as faces de cristal comecam a desenvolver-se devido a taxa de
crescimento variavel de diferentes planos de cristal e ligagcdo preferencial de CTAB e AgBr a
certas faces, levando a formacao de esferas facetadas (126), que fornecem a base para a
formacdo de AuNRs. CTAB, juntamente com Ag ou AgBr adsorvem-se preferencialmente nas
faces {250} da particula de ouro (130) e impede a deposicdo rapida de Au metalico sobre
essas faces em comparacdo com as outras (55,128). Deste modo, o crescimento ocorre
predominantemente na dire¢do [001] (53,54,130) conduzindo a formagao de AuNRs (Figura
35). O rendimento em porcentagem (%) de AuNRs depende do pH da mistura reacional,

sendo o rendimento mais elevado a pH em torno de 11.

Figura 35 - Representagdo esquematica das varias fases da forma¢do de AuNRs utilizando
glicerol em meio alcalino como agente redutor.
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Fonte: (Parveen et al. 2015, Ref (76)).
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3.5. Conclusoes

Devido as propriedades 6ticas dependentes do formato/forma das AuNRs, que sdo
importantes para muitas aplicagdes, a formagdo de AuNRs é uma area de pesquisa ainda
muito ativa. No presente estudo, relata-se pela primeira vez um método one-pot e sem
semente (seedless) baseado na utilizacao de glicerol como agente redutor para a preparacao
de AuNRs. Demonstrou-se que a formagdo de particulas sementes e o crescimento das
mesmas ocorrem na mesma solucdo, levando a formacao de AuNRs na presenca de CTAB e
assim o ndmero de passos necessarios para a formacdo de AuNRs foi reduzido de dois para
um. Nao s6 substituimos NaBH4 ou hidrazina pelo glicerol como um agente redutor mais
ecolégico e de baixo custo, mas também conseguimos a forma¢do de AuNRs monocristalinos
com rendimento muito elevado (~ 100%). O glicerol em meio alcalino atua como agente
redutor ajustavel e dependente do pH. A razdo de aspectos (AR) e o rendimento de AuNRs
mostraram uma clara dependéncia do pH e da temperatura da mistura reacional bem como
da concentracdo de AgNO3 adicionado como um reagente auxiliar. Mostramos como o ARs (2
a 6), o rendimento (22 a 99%) e a banda de absor¢ao LSP (620 a 1200 nm) das AuNRs sao
controlados utilizando estes parametros de sintese. As AuNRs puras com quase nenhuma
particula esférica sdo obtidos a temperatura ambiente (25-30 °C) sob condi¢des de
crescimento de particulas lentas conseguidas usando ambiente de reducao suave (pH 11—
12). Com um pH mais elevado (pH 13-14) e a temperaturas superiores a 50 °C, a formacao
de AuNRs comega dentro de 1 hora de rea¢do, mais rapidamente do que a pH 11, mas tanto
a AR quanto o rendimento das AuNRs diminuem (27 a 50%). Uma pequena quantidade de
AgNOs3 é necessaria para a formacao de AuNRs. A analise de HRTEM mostrou a formacao de
estrutura monocristalina perfeita do tipo fcc e sem quaisquer falhas estruturais e com [001]
como direcdo de crescimento axial. A novidade do método de sintese de AuNRs relatado
aqui consiste na simplicidade do método (sem instrumentos especiais, sem controle
rigoroso da temperatura), alto rendimento das AuNRs (~99%), custo-eficacia (glicerol é um
reagente quimico de baixo custo e abundante e também ambientalmente seguro). Este novo
método ecolégico pode ainda ser melhorado para a sintese de AuNRs e outras
nanoparticulas metdlicas utilizando glicerol como um reagente de baixo -custo

abundantemente disponivel.

55



Capituo 4

Sintese de nanoparticulas monodispersas de ouro (AuNPs)
usando glicerol bruto (CG) como um agente redutor verde e de

baixo custo
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4. Sintese de nanoparticulas monodispersas de ouro (AuNPs) usando glicerol bruto

(CG) como um agente redutor verde e de baixo custo
Introdugdo ao Capitulo

Este capitulo descreve a sintese de nanoparticulas de ouro (AuNPs) quase monodispersas
de cerca de 8 nm por um método verde empregando glicerol bruto (crude glycerol (CG))
como um agente redutor econémico e de baixo custo. Como prova de conceito, foram
utilizadas para preparar AuNPs duas amostras distintas de glicerol cru (CG-65 e CG-75) com
diferentes teores de glicerol (65% e 73%) e diferentes niveis (baixo e alto) e tipos
(organicos e inorganicos) de impurezas, como determinado por GC-MS, HPLC e IEC. O CG foi
usado diretamente como obtido da usina de biodiesel, sem qualquer tratamento quimico ou
fisico especial, exceto filtracdo simples. Para comparagdo, as AuNPs foram também
preparadas utilizando glicerol comercial puro (99,5%) em condi¢coes idénticas. Foram
obtidas AuNPs com tamanho e forma semelhantes em ambos os casos (glicerol comercial
puro, bem como CG de conteddo variavel de glicerol e impurezas) indicando que o glicerol
comercial pode ser substituido por CG na sintese de AuNPs e que as impurezas organicas e
inorganicas nao afetam significativamente a distribuicao de tamanho de particula de AuNPs.
Apresentamos uma discussdo detalhada sobre o efeito de possiveis impurezas no CG, bem
como parametros de sintese (pH, concentracao de glicerol e concentrac¢do de estabilizador)
na forma e distribuicao de tamanho de particula (PSD para Particle Size Distribution) das
AuNPs. Verificou-se que a forma e PSD das AuNPs é controlada pela concentracao de agente
estabilizante (polivinilpirrolidona (PVP) e cloreto de polidialildimetilamoénio (PDAC)),
enquanto o numero ou concentracdo de AuNPs depende do pH do meio reacional. Tanto o
PVP quanto o PDAC, além de atuarem como agentes estabilizadores, também ajudam na
reducdo de nanoparticulas metalicas em meio basico. Este estudo abre novas possibilidades
para a preparacdo ecologica de nanoparticulas metdlicas utilizando como agente redutor o

CG, um reagente de baixo custo, ndo toxico e biodegradavel.

Palavras-chave: glicerol bruto, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de prata, sintese

verde
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4.1. Caracterizacao de glicerol bruto (crude glycerol (CG))

Antes de empregar o CG na sintese de AuNPs, os dois tipos de CG (CG-65 e CG-73)
foram detalhadamente caracterizados quanto ao teor de glicerol, impurezas
organicas e inorganicas, bem como em relacdo ao teor de umidade utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia de troca ionica (IEC) e técnica de

titulagao Karl-Fisher.
4.1.1. Analise por HPLC e GC-MS (teor de glicerol e impurezas organicas)

O teor de glicerol das amostras CG foi analisado utilizando as técnicas de HPLC e GC-
MS. O teor de glicerol (X) da amostra de CG-73 foi determinado comparando area do
pico de glicerol com um tempo de reten¢ao de 16,1 min no cromatograma (Figura 36)
com uma curva analitica construida a partir dos cromatogramas de uma série de
solucdes-padrao de glicerol obtidos nas mesmas condicdes. O teor de glicerol (X) foi
calculado utilizando a formula: X =Y - C/S, onde Y é a area do pico da amostra, S é a
inclinacdo e C é o intercepto da curva analitica. O teor de glicerol da amostra CG-73,
assim determinado a partir da analise por HPLC, foi de 73% (9,8 mol L1). E
importante notar que o cromatograma de HPLC da amostra CG-73 mostra um pico
proeminente de glicerol e ndo apresenta quaisquer impurezas organicas

significativas.

Figura 36 - Cromatograma de HPLC da amostra de CG-73 mostrando o pico de eluicdo de

glicerol em 16,1 min.
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
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Por outro lado, a analise GC-MS da amostra CG-65 (Figura 37 e Figura 38) mostrou a
presenca de alto nivel de impurezas organicas incluindo varios acidos graxos (acido
dodecandico, acido n-hexadecandico, acido cis-vaccénico etc.) e ésteres (dodecanoato
de metilo, (E)-octadec-11-enoato de metilo, etc.) como relatado na Tabela 5. O glicerol
comercial (99-99,5% de Panreac) também apresentou a presen¢ca de uma pequena

quantidade (~ 0,4%) de acido cis-vacenico como impureza.

Figura 37 - Cromatograma gasoso da amostra CG-65. Os compostos responsaveis por estes
picos, tal como identificados a partir de espectrogramas de massa (Figura 38) foram

indicados no lado direito da Figura.
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4.1.2. Analise de RMN e FTIR (impurezas organicas)

As impurezas organicas presentes no CG foram também analisadas utilizando
espectroscopia de RMN de 13C e espectroscopia FTIR e sao reportadas na Tabela 5
juntamente com outras propriedades fisicas das amostras de glicerol. O espectro de RMN de
13C (Figura 39) do glicerol comercial (Panreac) apresenta dois sinais em 62,4 ppm e 72,0
ppm, que sdo atribuidos a atomos de carbono alifaticos primarios e secundarios,
respectivamente. O espectro da amostra CG-73 mostra os mesmos picos na mesma posicao

que o glicerol comercial puro, ndo sendo observados picos adicionais. Isso indica a auséncia
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de uma quantidade significativa de impurezas organicas, como também sugerido pela

analise de FTIR (Figura 40).

Figura 38 - Espectros de massas dos componentes separados na amostra CG-65. As

estruturas quimicas dos compostos correspondentes, como identificadas por MS, também

sdo mostradas na Figura.
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Figura 39 - Espectros de 13C-NMR de glicerol comercial (acima) e CG-73 ap6s filtracdo

simples através de um filtro de 0,2 um (abaixo).
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Figura 40 - (a) Espectro FTIR da amostra CG-73 em comparac¢ao com glicerol comercial
(99,5%) e (b) o mesmo espectro em unidades de absorbancia ampliado na regido de 1500-

1800 cm1 , com o intuito de mostrar os detalhes das bandas nesta regiao (inset). Varios

modos vibracionas sao indicados na Figura.
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
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Os espectros de FTIR das amostras CG-73 e do glicerol comercial na Figura 40a sao
quase iguais e mostram picos em 3345 cm™! (estiramento O-H), 2933-2881 cm-1
(estiramento C-H), 1652 cm-! (deformagao angular da H20) , 1420-1460 cm-! (flexao
C-0-H), 1110 cm! (estiramento C-O de 4lcoois secundarios) e 926 cm
(deformacao angular O-H). O espectro de FTIR de CG-73, no entanto, mostra uma
banda mais proeminente e ampla centrada em 1651 cm-1. Esta banda larga na regiao
de 1500-1800 cm! pode ser resolvida em dois componentes, sendo o componente
em 1583 cm! atribuido ao grupo funcional -COO- (Figura 40b). Assim, vestigios de
acidos graxos ou sabdo podem estar presentes na amostra CG-73. A andlise da
amostra de CG-73 por espectroscopia de RMN e FTIR confirmou a auséncia de
qualquer quantidade significativa de impurezas organicas, com a excecdo de tracos
de 4acidos graxos ou sabdo. Contudo, esta amostra contém uma quantidade
significativa de sais e 4gua como impurezas inorganicas, tal como relatado na Tabela

5.

Tabela 5 - Resultados da caracterizacdo das amostras de glicerol mostrando os parametros

fisicos e o nivel de impurezas de amostras de CG em comparag¢do com glicerol commercial

% Densidade .
Sample . % agua pH Impurezas organicas* e outras
glicerol (g/mL)
Glicerol . L
) 99,5 0,4+0,1 1,26 ~5 cis-Vaccenic acid (0.48%)

comercial

CG-73 72,9 17,8+1,4 1,25 10+1 traces of fatty acid and soap, 7% salt
Methyl dodecanoate (4%), Dodecanoic acid
(1.8%), n-Hexadecanoic  acid (1.1%),
(92,127)-octadeca-9,12-dienoic  acid (3,5%),

CG-65 65 3,540,1 1,03 10+1

Methyl (E)-octadec-11-enoate (13,6%), cis-
Vaccenic acid (8,4%), 9-Octadecenoic acid,
1,2,3-propanetriyl ester (2,3%)

*Percentagem relativa de impurezas organicas calculada a partir da analise GC-MS

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
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4.1.3. Outras caracterizacoes
Cromatografia de troca ionica (andlise de cdtions)

Determinou-se o teor de sédio e de potassio das amostras de CG utilizando uma
cromatografo de troca i6nica. O teor de sddio ou de potassio (X) da amostra foi
obtido comparando a area dos picos no cromatograma com a de uma série de
padrdes obtidos nas mesmas condi¢des utilizando uma curva analitica. O teor de
sodio e potassio (X) foi calculado utilizando a férmula: X =Y - C/S, onde Y é a area do
pico da amostra, S é a inclinacdo e C é o intercepto da curva analitica. Verificou-se
que a concentracao de sdédio e potassio na amostra de CG-73 era de 4,6 % (p/v) e

0,33 % (p/v), respectivamente.
Titulacdo de Karl Fischer (determinagdo do teor de dgua)

O teor de agua das amostras CG foi determinado por titulacdo volumétrica de Karl
Fischer (KF) utilizando o reagente KF padrdo (Hydranal® composite-5) com a forcga
ou o fator de equivaléncia de agua (F) de 4,58 mg mL-l. O teor de agua (W),
determinado pela formula W = F x V, onde V é o volume de reagente KR utilizado, foi

de 17,8 + 1,4% (CG-73) e 3,5 £ 0,1% (CG-65).
Determinacgdo da densidade, pH e cor

As densidades das amostras de CG foram determinadas pela medida da massa de um
dado volume da amostra e foram de 1,25 e 1,03 g mL-1 para CG-73 e CG-65,
respectivamente. O pH das amostras CG era de cerca de 10+1 e estas apresentavam

uma cor amarelada, com absorgao significativa abaixo de 450 nm (Figura 21)
4.2. Preparacao de nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

As AuNPs foram preparadas utilizando CG em meio alcalino como agente redutor e
PVP ou PDAC como agentes estabilizadores de particulas. Foram estudados os efeitos
de impurezas no CG, concentracdo de glicerol e agente estabilizante e pH no tamanho
de particula, distribuicdo de tamanho e forma das AuNPs. Para verificar se o CG
obtido diretamente a partir da reacdo de transesterificacio tem a mesma (ou

diferente) eficiéncia como agente redutor e resulta na formacdo de AuNPs
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semelhantes (ou diferentes), as AuNPs foram também sintetizadas utilizando glicerol
comercial (99,5% Panreac) sob as mesmas condi¢gdes experimentais que o CG. Os
resultados obtidos mostraram que CG pode ser empregado para obter AuNPs de
tamanho de cristalito e cristalinidade similares a da particulas preparadas com o

glicerol puro. Os detalhes da sintese de AuNPs usando CG sdo apresentados a seguir.
4.2.1. Preparacao de AuNPs utilizando CG e PVP
Efeito da concentracdo de glicerol e sua pureza

Os espectros UV-Vis das AuNPs preparadas utilizando diferentes concentragoes
iniciais de CG-73 em um pH fixo (13,3 * 0,2) e concentra¢dao de PVP constante (1%)
sao mostrados na Figura 41. Os espectros UV-Vis das suspensdes de AuNPs
preparados utilizando diferentes concentrag¢des iniciais de glicerol (0,1-0,4 mol L-1)
sdo semelhantes na forma, mostrando uma banda LSPt em torno de 520 nm, o que é
caracteristico de AuNPs esféricas (136).

Figura 41 - Espectro de absor¢do eletronico na regido visivel de AuNPs preparadas

utilizando diferentes concentracgdes iniciais de CG-73 a concentracgoes fixas de PVP (1%),
NaOH (0,3 mol L-1) e HAuCl4 (3,75 x 10-3 mmoles).
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Fonte: : (Parveen 2016, Ref (117))

Como a posicao do comprimento de onda de absorcdo maxima (Amax) esta
relacionada ao tamanho de particula, inferimos que as AuNPs preparadas usando

64



diferentes concentracdes de CG-73 possuem tamanhos semelhantes. No entanto, a
intensidade de absorcao é diferente entre as amostras e o valor de absorbancia
aumenta com o aumento da concentracdao de glicerol, indicando que mais AuNPs

(espécies absorventes) sdo formadas com a maior concentragao de glicerol (122).

Para melhor avaliar o efeito da concentracao de glicerol no tamanho de particula das
AuNPs, foi realizada a andlise DLS das amostras preparadas utilizando diferentes
concentragoes de glicerol (Figura 42). Os tamanhos ou didmetros hidrodindmicos de
particula medidos utilizando DLS confirmaram que todas as amostras apresentam
um tamanho de particula médio de cerca de 9 nm e que diferentes concentracées
iniciais de glicerol ndo tém um efeito consideravel na distribuicio de tamanho de
particula, como também sugerido pelos resultados de espectroscopia de absorg¢ao

eletrénica molecular.

Figura 42 - Distribuicdo de tamanho de particulas medida utilizando DLS de AuNPs
preparadas utilizando diferentes concentragdes iniciais de glicerol a pH fixo (13,3%0,2) e

concentracao fixa de PVP (1%) e HAuCl4 (3,75 x 10-3 mmoles).
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Fonte: : (Parveen 2016, Ref (117))
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A analise de TEM foi também realizada para medir o tamanho de particula das AuNPs
preparadas com diferentes concentragdes iniciais de glicerol. Os tamanhos de
particula de varias amostras medidos utilizando microscopia eletrénica de varredura
(Figura 43) sao bastante préximos aos didmetros hidrodindmicos medidos por DLS
(Figura 42). As imagens de HRTEM das AuNPs preparadas utilizando CG-73
mostraram a natureza policristalina das particulas esféricas com alguns defeitos de
cristal (Figura 44), como também observado em estudos anteriores no caso de

AuNPs preparadas com glicerol puro (113).

Figura 43 - (a) Imagem de MEV de AuNPs preparadas utilizando 0,1 mol Lt CG-73 e
imagens de TEM de AuNPs preparadas utilizando (b) 0,2 mol L1 e (c) 0,4 mol L1 CG-73. O
tamanho de particula médio das AuNPs juntamente com o desvio padrao foi indicado acima

de cada imagem.

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Figura 44 - Imagem de TEM representativa de alta resolucdo (HRTEM) de AuNPs preparada
utilizando CG-73

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
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Figura 45 - (a) Espectro eletronico na regiao do UV-Visivel e (b) distribui¢do de tamanho de
particula medida por TEM das AuNPs preparadas utilizando CG-65. Condi¢des de sintese
3,75 x 10-3 mmols de HAuCl4, 1% de PVP e pH 13,2.
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Resultados similares foram obtidos utilizando a amostra CG-65. As AuNPs
preparadas utilizando CG-65 apresentam a banda de absor¢do plasmoénica centrada
em 519 nm (Figura 45a) e tém um tamanho médio de particula de 8 * 1,5 nm, tal

como medido por TEM (Figura 45b).

Para fim de comparac¢ao, as AuNPs foram também preparadas utilizando glicerol
comercial de elevada pureza (99,5%, Panreac) (Figura 46a) e CG com diferentes
niveis de impurezas organicas e inorganicas (Figura 46b and Figura 46c¢), mantendo

outras condi¢des experimentais constantes.

A partir da comparacdo das imagens de TEM de AuNPs preparadas com glicerol
comercial, CG-73 e CG-65 (Figura 46), é evidente que AuNPs esféricas com tamanho e
distribuicdo quase semelhantes sdao obtidas no utilizando glicerol comercial (puro) e
CG . Estes resultados indicam que CG obtido diretamente a partir do processo de
transesterificacdo pode ser eficientemente utilizado para sintetizar nanoparticulas
metalicas com boa distribuicdo de tamanho e as impurezas presentes no mesmo nao

afetam o tamanho de particula das AuNPs. Esta abordagem verde da utilizacdao de CG
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obtido como subproduto da industria de biodiesel garante o uso sustentavel do

glicerol como agente redutor e solvente.

Figura 46 - Imagens de MET de AuNPs estabilizadas com PVP preparadas utilizando
(a) glicerol comercial (99,5%, Panreac) (b) CG-73 e (c) CG-65 em condigdes
experimentais idénticas. Condig¢des: 3,75 x 10-3 mmoles de HAuCl4, 0,4 M de glicerol,

1% de PVP e pH 13,2. O tamanho das AuNPs em cada caso é indicado na respectiva

imagem TEM.

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Figura 47 - Difratogramas de XRD de AuNPs preparadas utilizando CG (linha sdlida)
comparado com o das AuNPs preparadas utilizando glicerol comercial puro (linha

tracejada) como agente redutor.
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
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Os difratogramas de raios-X das AuNPs suportadas em carbono preparadas
utilizando CG e glicerol comercial sdo mostrados na Figura 47. Em ambos os casos, o
difratograma de DRX revelou picos de difracdao claros com forma e relagdao de
intensidade relativa semelhantes aos valores de 2-teta de 38,2°, 44,3°, 64,6°, 77,6° e
81,7° que correspondem aos planos (111), (200), (220), (311) e (320) da estrutura
cubica de face centrada (fcc) de ouro (pdf # 65-2870). Verificou-se que o tamanho
médio de cristalitos de AuNPs, estimado utilizando a equacdo de Scherrer, foi de
13+3 nm para ambas as amostras preparadas com CG-73 e com glicerol comercial.
Isto confirma que o CG pode ser empregado para obter AuNPs de tamanho de
cristalito e cristalinidade semelhantes aos de glicerol comercial de elevada pureza,
ndo sendo necessdrios passos de purificacdo especiais exceto a filtracdo simples

através de um filtro de 0,2 pm.
Efeito da concentragdo de PVP

A influéncia da concentracao inicial de PVP sobre a distribuicdo de forma e tamanho
de AuNPs foi estudada mantendo fixos a concentragao de glicerol (0,3 mol L-1) e o pH
(13,3%£0,2). A Figura 48 mostra os espectros de absor¢do na regidao do visivel de
AuNPs preparadas utilizando diferentes concentragdes iniciais de PVP. A mistura de
HAuCls-PVP apresenta uma coloracdao amarela fraca. Apés a adicao de CG-73,
coloragao rosa avermelhado (para PVP = 1%) ou roxo avermelhado (para PVP <1%)
aparece dentro de 2-3 minutos, com o aparecimento correspondente de bandas de
absorcao transversais (LSPt) em torno de 520 nm e 534 nm, respectivamente,
indicando a formagao de AuNPs. O pH cai um pouco de 13,2+0,2 para 13+0,1 apds a
conclusao da reacgao, o que pode estar relacionado com o consumo de ions OH- na

mistura reacional como sera discutido posteriormente.

A banda de absor¢do em 520 nm indica a formacdao de nanoesferas de Au em
concentragoes de PVP 2 1%. Em concentracdes menores de PVP, a banda de absorc¢ao
ocorre em comprimentos de onda mais elevados (534 nm) e a amostra também
apresenta uma absorbancia significativa acima de 600 nm. Ambas as observagdes
indicam a formacdao de AuNPs esferoidais maiores em concentragdes de PVP <1%.

Quando a concentracdo de PVP é baixa, as AuNPs nao estdo suficientemente
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protegidas e a sua estabilidade é inferior. Além disso, devido a um estabilizacao
menos eficiente, a taxa de reducdo de Au3* é maior em concentragcdes menores de
PVP, como indicado pelos valores de absorbancia mais elevados para amostras de
AuNPs sintetizadas em concentracdes menores de PVP. O resultado global é a
formacao de particulas maiores com absorbancia maxima em torno de 534 nm e com

absorbancia significativa acima de 600 nm.

Figura 48 - Espectro de absor¢ao eletronica na regido do visivel das AuNPs preparadas
utilizando diferentes concentragées de PVP a pH fixo (13,3+0,2), concentracao fixa de CG-73

(0,2 mol L1) e e concentragao de fixa HAuCls (3,75 x 10-3 mmoles).
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Uma vez que PVP é um polimero neutro, espera-se que a estabilizacdo ocorra através
de meios estéricos (99,102). Zhou et al. mostraram que o PVP estabiliza efetivamente
as AuNPs através da coordenacdo do oxigénio da carbonila do PVP com a superficie
de Au, como indicado por um aumento na energia de ligacao do pico de O1s do grupo
carbonila e uma ligeira diminui¢ao na energia de ligacdo do pico de Au4f no espetro
de XPS (99). Wang et al. propuseram que o PVP estabiliza os AgNPs formando uma
camada protetora em torno de AgNPs como resultado da coordenacdo da prata com o
atomo de N do PVP (104) para nanoparticulas inferiores a 50 nm e, no caso de
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particulas maiores, a prata pode formar coordenagao com o atomo de oxigénio de

PVP tambem.

As imagens de MET de AuNPs preparadas utilizando diferentes quantidades de PVP
mostram claramente o efeito da concentracdao de PVP na forma da particulas e na sua
distribui¢do de tamanho. A Figura 49 mostra que a uma maior concentra¢cdao de PVP
(> 1%) sao formadas nanoparticulas esféricas com distribui¢ao uniforme (8+1 nm),
mas a medida que diminui-se a concentracdao de PVP para 0,05% ou menos, AuNPs
maiores (cerca de 16+*6 nm) sdo formadas por causa da aglomeracdo das

nanoparticulas.

Figura 49 - Imagens de MET das AuNPs estabilizados com PVP preparadas utilizando
diferentes concentragoes de PVP a pH fixo (13,3 * 0,2), concentragao de CG-73 fixa (0,2 mol
L-1) e concentracao fixa de HAuCls (3,75 x 103 mmols). O tamanho médio de particulas

obtido a partir de imagens de MET também é indicado em cada imagem correspondente.

PVP =0.03%
PVP =0.05% mean size= 15.0£5 nm  mean size= 17.0£6 nm

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

O didmetro hidrodinamico das AuNPs preparadas utilizando diferentes
concentracoes de PVP foi também medido utilizando DLS (Figura 50). O tamanho da

particulas obtida a partir da analise de DLS é de 6+1 nm e 9%1 nm para AuNPs

71



preparadas utilizando concentracdo de PVP de 1,3 e 1%, respectivamente,

corroborando com os resultados da analise de MET.

Resumindo os resultados de espectroscopia eletronica, andlises de MET e DLS,
observa-se que a concentracdio de PVP desempenha papel importante na
estabilizacdo de AuNPs e, portanto, no tamanho de particulas (102) A presenca de
particulas agregadas de grande dimensao em concentracdo menores de PVP também
indicam que o préprio glicerol ou as impurezas traco presentes nele nao
desempenham um papel significativo na estabilizacdo de particulas nas condigdes
experimentais empregadas. A concentracao final de PVP deve ser mantida em pelo
menos 0,4% ou mais na mistura reacional contendo AuCly e glicerol para se obter

AuNPs com suficiente estabilidade e distribuicao de tamanho uniforme.

Figura 50 - Distribuicdo de tamanho medida por DLS de AuNPs preparadas utilizando
diferentes concentragdes de PVP a pH fixo (13,2), concentragdo de glicerol fixa (0,2 mol L1)
e concentracdo fixa de HAuCls (3,75 x 10-3). A sigla SD significa desvio padrao, que

representa a largura da distribui¢do de tamanho de AuNPs.
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
Efeito da [OH Jou pH

Os espectros de UV-Vis das AuNPs preparadas utilizando diferentes concentragdes
de OH- (0,1-0,4 mol L-1), fixando a concentracao de PVP (1%) e CG-73 (0,2 mol L1),

sdo apresentados na Figura 5la. Os espectros de todas as amostras mostram a
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absorbancia maxima em cerca de 518 nm e nao se espera, portanto, qualquer
diferenca acentuada no tamanho das particulas. A magnitude da absorbancia, no
entanto, aumenta com o aumento do pH da solu¢ao, indicando que um nimero maior
de AuNPs sao formadas a pH mais elevado. Assim, o pH parece afetar fortemente a
etapa de nucleacdo ou niumero de particulas formadas, enquanto que o tamanho da
particula é principalmente controlado pela concentracdo de PVP neste caso (ver

Figura 49).

Figura 51 - (a) Espectros de absor¢ao na regido do visivel de AuNPs estabilizadas com PVP e
preparadas utilizando concentracoes diferentes de NaOH a uma concentracgao fixa de PVP
(1%), glicerol (0,2 mol L-1) e HAuCl4 (3,75 x 10-3 mmoles), (b) evolugao temporal da banda
SPRT em 520 nm em func¢do do pH na presenca de 1% de PVP e 0,2 mol L-1 de glicerol e (c)
evolucdo temporal da banda de SPRT em 520 nm em func¢ao do pH na presenca de apenas
1% de PVP (sem glicerol) e (d) comparacao da taxa de formacdo de AuNPs utilizando
apenas PVP em meio alcalino (linha tracejada) e PVP mais glicerol em meio alcalino (linha
continua).
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Em meio alcalino, tanto o glicerol (115,122) quanto o PVP (99) podem atuar como
agentes redutores. Uma vez que a espécie alcoxido (—CO-) formada a partir de glicerol
apo6s desprotonacdo em meio alcalino é o principal agente redutor ativo (115), sua
formacao pode ser favorecida a pH mais elevado, resultando na reducdo eficiente de
fons Au3* e, consequentemente, formacdao de nanoparticulas, conforme indicado
pelos maiores valores de absorbdncia em pH mais elevado (Figura 51a). Esta
inferéncia é suportada pelo fato de que a taxa de formacdao de AuNPs aumenta em pH
mais elevado na mistura reacional contendo glicerol (Figura 51b). No entanto, além
de estabilizar as AuNPs, o papel da PVP como agente redutor (101) em meio alcalino
ndo pode ser ignorado; as AuNPs sao também formadas mesmo na auséncia de
glicerol na mistura reacional (Figura 51c). NaOH pode ajudar na abstracao de atomos
de H do carbono terciario do PVP ou causar degradag¢ao do polimero, produzindo
radicais organicos que, por sua vez, podem participar na reducdo de ions Au3*
(99,136). Além disso, a reducao de Au3* por PVP mediada por NaOH resulta na
formacdao de H* que deve ser neutralizado pelos ions OH- presentes na mistura
reacional (99). Esta pode ser uma das possiveis razdes para a diminuicdo do pH a
medida que a reacdo prossegue e para o aumento da taxa de reagcdo em pH mais
elevado. A Figura 51c mostra que a capacidade de reducdo do PVP também é
dependente do pH. Por exemplo, a formacdao de AuNPs s6 comec¢a apds 7 minutos da
mistura dos reagentes quando a concentracdo de NaOH é baixa (0,01 mol L1), mas
comecga imediatamente quando a concentracdao de NaOH é mais elevada. A inclinacao
das curvas de crescimento é diferente em pH diferentes, tornando-se mais acentuada

em pH mais alto (Figura 51c).

Embora o PVP atue como agente redutor em meio alcalino (99), a taxa de reducgao é
mais rapida quando o glicerol esta presente, indicando que o glicerol atua como o
principal agente redutor (115) (Figura 51d). Gomes et al. propuseram que o alcéxido
formado a partir de glicerol em meio alcalino é o agente redutor real e universal para
fons de Ag* e Au3+, sendo inferéncia baseada no fato de que as AuNPs poderiam ser
formadas usando tert-butéxido de potdssio como agente redutor na auséncia de

qualquer fons hidréxido (OH-) no meio (115). No entanto, é importante mencionar
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que ndo se formaram AuNPs na presenca de apenas NaOH na mistura reacional

contendo somente Au3* e OH-.

A analise MET, de fato, afirmou as inferéncias derivadas dos resultados de
espectroscopia UV-Vis, mostrando que todas as amostras tém um tamanho médio de

particula de cerca de 6+1 nm (Figura 52).

Além disso, o diametro hidrodinamico medido por DLS para as diferentes amostras
preparadas a pH diferente é de cerca de 7+2 nm (Figura 53). A pequena diferenca de
tamanho entre MET e DLS provavelmente estd relacionada ao fato de que o DLS
mede o didmetro hidrodindmico de um grande nimero de particulas, enquanto que a
andlise de MET é baseada na medicao do didmetro de um numero limitado de

nanoparticulas.

Figura 52 - Imagens de MET de AuNPs estabilizadas com PVP e obtidas utilizando
diferentes concentracdes molares de NaOH (0,1-0,4 mol L-1) a uma concentracdo fixa de

PVP (1%) e CG-73 (0,2 mol L1).

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
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Figura 53 - Didmetro hidrodinamico de AuNPs preparadas utilizando diferentes
concentragdes de OH- a um concentracao fixa de PVP (1 %), glicerol (0,2 mol L-1) e HAuCls

(3,75 x 103 mmoles). A sigla SD significa desvio padrdo, que representa a largura da

distribuicao de tamanho das AuNPs.
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
4.2.2. Preparacao de AuNPs utilizando glicerol bruto (CG) e PDAC

A Figura 54a mostra os espectros de absorcdo eletréonica de AuNPs preparadas
utilizando diferentes concentracdes do polieletrélito estabilizador PDAC, a uma
concentracao fixa de OH- e glicerol. A banda LSPrt situa-se em cerca de 516 nm para
uma concentracao de PDAC igual ou superior a 1%, indicando a formacao de
nanoparticulas esféricas (136). Além disso, ndo ha absorcao significativa acima de
600 nm o que sugere a auséncia de grandes particulas agregadas e a formacao de
particulas pequenas com distribuicdo estreita de tamanho. O Amax, N0 entanto, sofre
um desvio batocromico e a absorbancia acima de 600 nm torna-se significativa em
concentracdes de PDAC inferiores a 1%. Isto sugere a formagdao de particulas

comparativamente maiores e elongadas que apresentam polidispersidade no
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tamanho devido a establizacao insuficiente das AuNPs pelo PDAC durante o

crescimento em concentra¢des mais baixas do polieletrolito (<1%).

Figura 54 - Espectro de absorc¢do eletronica de AuNPs preparadas usando (a) diferentes
concentragcdes de PDAC (0,03-1,3%) a uma concentragdo fixa de OH- (0,3 mol L1) e (b)
diferentes concentragdes de OH- (0,05-0,3 mol L-1) a um concentragao fixa de PDAC (1%). A
curva inferior tracejada em b mostra os espectros de AuNPs preparados utilizando apenas

PDAC em meio alcalino, sem a adi¢ao de glicerol.
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Mais uma vez, a presenca de particulas maiores com uma concentra¢ao mais baixa de
PDAC sugere que o proprio CG ou as possiveis impurezas presentes nele nao
desempenham um papel significativo na estabilizacdo das nanoparticulas nas
condicOes experimentais empregradas, sendo que um agente estabilizador deve ser

adicionado para obter particulas pequenas e monodispersas.
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Figura 55 - Imagens de MET de AuNPs estabilizadas com PDAC e preparadas em pH

diferentes mantendo outros parametros constantes.

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Tal como no caso do PVP, o pH da solucdo tem pouco efeito na distribuigao de
tamanho das AuNPs estabilizadas com PDAC (Figura 54b e Figura 55), mas afeta
significativamente o nimero de particulas e a taxa de formacdo destas. A curva
tracejada mais baixa na Figura 54b é o espectro das AuNPs preparadas na auséncia de
glicerol na mistura reaccional. A presenca de uma banda SPRt de baixa intensidade
centrada a 530 nm neste espectro mostra que o PDAC em meio alcalino também

pode reduzir os fons Au3* formando AuNPs metalicas (137).

A andlise dos tamanhos de particula por MET (Figura 56) e DLS (Figura 57), de fato
confirmou os resultados de espectroscopia electrénica mostrando que AuNPs de
cerca de 8+2 nm com uma distribuicdo estreita de tamanho sao formadas em
concentracdes de PDAC superiores a 1%, enquanto que particulas polidispersas e
maiores de 14 nm e 20 nm sao formadas em concentracdes de PDAC de 0,05% e

0,03%, respectivamente.
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Figura 56 - Imagens de MET das AuNPs estabilizadas com diferentes concentragdes de

PDAC (0,03%-1,3%) mantendo outros parametros constantes.

Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Figura 57 - Distribuicio do tamanho de particulas determinado pelo DLS de AuNPS
estabilizadas com PDAC e obtidas utilizando diferentes concentra¢des de PDAC; todas as
outras condi¢des experimentais sdo as mesmas para cada amostra.
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Tal como no caso de PVP, a habilidade redutora do PDAC é também dependente do
pH da solucdo, sendo a reagdao mais rapida a uma concentracao de OH- mais elevada
(Figura 58a). O PDAC, no entanto, é um agente redutor mais fraco em comparacgao ao
glicerol e a formagdao de AuNPs é mais rapida quando o glicerol esta presente na

solucdo (Figura 58b).

Figura 58 - (a) Alteragdes temporais na absorbancia a 520 nm para AuNPs estabilizadas
com PDAC preparadas utilizando diferentes concentracdes de NaOH a uma concentracao
fixa de PDAC (1%) sem qualquer glicerol na mistura reaccional e (b) comparag¢do de curvas
de absorbancia vs. tempo para as amostras de AuNPs com e sem glicerol na mistura

reaccional a uma concentracao fixa de PDAC (1%) e NaOH (0,2 mol L-1).
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A Figura 59a mostra as alteragdes temporais na absorbancia da banda LSPt em 520 nm.
Pode ser observado que o crescimento das AuNPs é muito lento em concentragdo de 0,01
mol L1 ou inferior de NaOH. As curvas mostram um aumento acentuado na absorbancia a
uma concentra¢do mais elevada de NaOH (NaOH> 0,01 mol L-1). A inclinagao das curvas de
absorbancia mostra uma diminuicao em algum ponto (a 18 min na curva (iii) e 6 min na
curva (v), por exemplo). Tendo em vista o fato da absorbancia ser medida apenas em 520
nm, esta alteracdo na inclinacdo estd provavelmente relacionada com a alteracdo no
tamanho de particula e com a alteracdo correspondente no comprimento de onda de

absorcao a medida que a reagdo prossegue. A Figura 59b mostra claramente a altera¢do no
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espectro 6Otico ou no maximo de absor¢do (Amax) para a amostra preparada utilizando 0,1

mol L-1 de NaOH.

Figura 59 - (a) Evolucdo temporal da banda de absorbancia a 520 nm em fun¢ao do pH na
presenca de PDAC (1%) e glicerol (0,2 mol L1) e (b) e espectros eletronicos de absorgao
molecular coletados de 0 min até 60 min a 05 minutos de intervalo de AuNPs estabilizadas
com PDAC (amostra (iii) na Figura 59a) e preparadas utilizando NaOH 0,1 mol L-1, PDAC
1%, glicerol 0,2 mol L1 e HAuCls 3,75 x 10-3 mmols
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))
4.3. Preparaciao de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando glicerol bruto

A eficiéncia do CG para reduzir os sais de metal para as respectivas nanoparticulas
metalicas nao se limita a formag¢ao de AuNPs. Como prova do conceito, tentou-se
preparar nanoparticulas de prata (AgNPs) empregando CG-73 como agente redutor e
PVP como agente estabilizante. A Figura 60 mostra o espectro UV /visivel e a imagem
de MET de AgNPs (inset) preparados utilizando CG-73 em meio alcalino. O espectro
apresenta uma banda SPRt centrada em 424 nm, que é caracteristica de AgNPs (104).
O tamanho médio de particula estimado a partir das imagens TEM é de cerca de 25
nm. O ndmero de particulas aumenta enquanto que o seu tamanho diminui com o
aumento do pH do meio reacional, como indicado por uma absorbancia maior e um
ligeiro desvio hipsocrémico da banda SPRt caracteristica das AgNPs (Figura 61). Isto
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pode ser explicado com base no fato de que a formacao de ions alc6xidos a partir de
glicerol aumenta em pH mais elevado (115). O resultado é a formac¢do de AgNPs

menores e em maior nimero.

Figura 60 - Espectro UV-visivel e imagens de MET (inset) de AgNPs preparadas utilizando
glicerol bruto (CG) como agente redutor. Condi¢cbes de sintese: 20 pL de AgNO3
(0,005 mol L1), 1 ml de glicerol bruto (0,2 mol L! preparado em solucao de NaOH
0,8 mol L-1) e 1 ml de PVP (1%).
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Fonte: (Parveen 2016, Ref (117))

Figura 61 - Espectro UV-visivel de AgNPs preparadas utilizando CG na presenca de
diferentes concentracdes de NaOH em condi¢bes idénticas. Condi¢des de sintese: 20 uL de
AgNO3 (0,005 mol L-1), 1 mL de glicerol bruto (0,2 mol L-! preparado em solu¢do de NaOH
de concentragdo variavel) e 1 mL de PVP (1%).
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4.4. Conclusoes

A formacdao de AuNPs esféricas e quase monodispersas de cerca de 8 nm foi
alcangada, pela primeira vez, utilizando o glicerol bruto (CG) como recebido da
planta de biodiesel. Como prova de conceito, foram utilizadas duas amostras
diferentes de glicerol bruto com diferentes teores de glicerol (65% e 73%) e
diferentes niveis (baixa e alta) e tipos (organicos e inorganicos) de impurezas para
preparar AuNPs. Nossos resultados mostram que o CG (contendo sais, umidade e
uma variedade de acidos graxos e ésteres), apds simples filtragcao através de um filtro
de 0,2 um, é tdo eficaz quanto o glicerol comercial na producdo de AuNPs quase
monodispersas e as impurezas presentes no GC nao afetam a distribuicao de
tamanho das AuNPs resultantes. A distribuicdo de tamanhos é principalmente
controlada pela concentracdo de agentes estabilizadores e o préprio glicerol ou as
impurezas presentes nele parecem ndo ter nenhum papel na estabilizacdo das
particulas. Tanto o PVP quanto o PDAC, além de estabilizar as AuNPs, também atuam
como agentes redutores em meios alcalinos, embora muito mais fracos que o glicerol.
A uma concentracao fixa de agente de estabilizador, o pH da solucao nao afeta a
distribuicdo de tamanho de particula, mas afeta significativamente o nimero de
particulas formadas e a velocidade de sua formacdao. O método de sintese
desenvolvido permite a formacdo de AuNP uniformemente distribuidas de cerca de
7,0x1,5 nm sob amplas faixas de concentracdo de glicerol (0,1-0,4 mol L1) e
concentracao de OH- (0,1-0,4 mol L-1) utilizando 1,0% de concentracao de agentes
estabilizadores. Este estudo abre novas possibilidades para a preparacao
ecologicamanete correta de nanoparticulas metalicas utilizando como agente redutor

o CG, um reagente barato, nao toxico e biodegradavel.
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Capitulo 5

Sintese sem-ligante (Ligand-Free synthesis) de AuNPs utilizando
glicerol atuando simultaneamente como agente redutor e

estabilizador
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5. Sintese de AuNPs livres de ligantes (Ligand-Free synthesis) e utilizando glicerol

atuando simultaneamente como agente redutor e estabilizador
Introdugdo ao Capitulo

O controle e a homogeneidade do tamanho das nanoparticulas é um desafio importante
para se atingir as propriedades que sdo dependentes de tamanho e da forma dos
nanosistemas. Este controle é usualmente conseguido utilizando ligantes estabilizadores de
superficie. Infelizmente, estes agentes estabilizadores podem impedir a atividade catalitica
e/ou afetar adversamente a biocompatibilidade dos sistemas surfactante/AuNP. Nesta
parte do projeto, tentamos preparar e estabilizar AuNPs de um tamanho menor que 10 nm
usando glicerol atuando parcialmente como agente redutor e parcialmente como
estabilizador, simplificando significativamente o processo de sintese. Verificou-se que a
eficiéncia da estabilizacdo pelo glicerol depende da viscosidade (ou razao agua: glicerol) do
meio reacional. O efeito de outros parametros importantes (pH, temperatura e forga i6nica)
na estabilidade e distribuicdo do tamanho de particulas também foi estudado. Tais AuNPs
biocompativeis preparadas utilizando glicerol ambientalmente amigavel, sem nenhum
surfactante/agente estabilizador podem encontrar aplicagdes Uteis em catdlise e aplicagdes
biomédicas.

Palavras-Chave: Glicerol, AuNPs, nanoparticulas, sintese sem ligantes, sintese verde

5.1. Preparacao de AuNPs utilizando glicerol puro como agente redutor e

estabilizador

Uma caracteristica 6tica muito proeminente das AuNPs é a presenca de uma banda de
absorcao distinta na regido visivel do seus espectro eletromagnético denominada banda de
ressonancia de plasma de superficie localizada (LSPR) que surge a partir de uma oscilacao
coerente coletiva dos seus elétrons superficiais em resposta a um comprimento de onda da
luz incidente. Uma vez que a posicao da banda LSPR depende tanto do tamanho quanto da
forma ou razao de aspeto (AR) das AuNPs, a espectroscopia de absor¢ao UV-visivel pode ser
utilizada como uma ferramenta de primeira mao para obter informagdes sobre a formacao,
o regime de tamanho, a estabilidade e o grau de agregacdo das AuNPs. Por exemplo, a
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agregacao de AuNPs ou a sua estabilidade coloidal pode ser avaliada a partir da razao entre
a absorbancia da banda LSPR e os sinais de espalhamento de particulas de ouro (Aes0/As30)
(138). Em outras palavras, a razdo de absorbancia em 650 nm e 530 nm (Aes0 /As30) pode
ser utilizada como "indicador de agregacdo"”, sendo a razdo mais elevada para particulas
agregadas (139,140). Pode considerar-se que uma proporg¢ao inferior a 0,1 (Asso / As3o <
0,1) corresponde a particulas esféricas monodispersas e nao agregadas. De forma
semelhante, a esfericidade das AuNPs pode ser avaliada a partir da largura do pico a 75 por
cento da sua altura (PW7s); particulas com alta esfericidade terdao um valor de PW7s de 45
nm ou menos.

O espectro de absorgao eletronico das AuNPs preparadas usando glicerol em meio alcalino
como agente redutor sem adicdo de qualquer estabilizador de particulas externo mostra
uma banda LSPR simétrica, definida e centrada em 524 nm (Figura 62), sugerindo a
formacao de AuNPs esféricas (45,141). O valor de PW7s das AuNPs preparadas é de cerca de
66 nm mostrando que as particulas ndo tém uma estrutura esférica perfeita. Além disso, a
regiao do espectro visivel acima de 600 nm é sensivel a forma da particula e/ou ao grau de
agregacdo. Uma vez que nos estados agregados, os elétrons de superficie de cada particulas
se deslocalizam e sdo compartilhados entre as AuNPs adjacentes, eles requerem menor
energia para sua ressonancia e, portanto, a banda LSPR desloca para os maiores
comprimentos de onda (a banda sofre um deslocamento batocromico) (141). Um
deslocamento batocréomico da banda LSPR por mais de 120 nm esta geralmente associado a
agregacdo de particulas pequenas. O espectro de AuNPs mostrado na Figura 62 ndo
apresenta absorcao significativa acima de 600 nm com a razao Asso/As30 de cerca de 0,09.
Isto sugere a auséncia de grandes particulas aglomeradas na amostra embora nenhum
agente estabilizador externo tenha sido utilizado. Assim, o glicerol nao sé reduz Au3* em
meio alcalino, mas também pode proporcionar a estabilizacdo necessaria para as particulas.
Uma vez que a posicdo de pico é apenas uma medida bruta do tamanho de particula e uma
vez que os espectros UV-vis sozinhos ndo podem determinar de forma exata e independente
o tamanho de particulas, as inferéncias tentativas derivadas da analise por espectroscopia
UV-visivel foram verificadas por microscopia electrénica de transmissao (MET). A

micrografia de MET mostrada na Figura 63 mostra claramente a formacdo de AuNPs
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esféricas quase monodispersas com um tamanho médio de 9 nm com um desvio padrao de
2 nm de diametro e uma largura a meia altura (FWHM) de 4,2 nm (inserte a esquerda). O
padrdo de difracdo de elétrons ilustrado na Figura 63 (inserte) é tipico de materiais
policristalinos e assim confirma a natureza policristalina das AuNPs preparadas. Estes
resultados mostram que, devido a sua alta viscosidade (1412 centipoises a 20 °C) (142), o
glicerol puro pode ser usado para estabilizar os nano-sdéis de ouro sem adicionar
estabilizadores de particulas externos. Este aspecto da sintese baseada em glicerol é
particularmente importante para aplicagdes que exigem a remocao dos ligantes adsorvidos

na superficie das AuNPs, tais como catdlise e bio-funcionalizac¢ao.

Figura 62- Espectro de absor¢do na regido visivel de AuNPs preparadas utilizando glicerol
puro como agente redutor e estabilizador em meio alcalino. Condi¢des de sintese: 0,5 mL de
HAuCls (7,5 x 104 mol L-1); 1 mL de glicerol; 0,02 mL de NaOH (0,2 mol L-1); Volume total ~
1,5 mL

0.8
524 A650/A530 =0.09
: PW_=66 nm
0.6 -
=
S
©
e 044
®
£
o
n
o)
@
0.2 4
0.0

I ! I ! I ! I !
400 500 600 700 800
comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria prépria

87



Figura 63 - Micrografias de MET de AuNPs preparadas utilizando glicerol puro como agente
redutor e estabilizador em meio alcalino. Os insertos a esquerda e a direita mostram a
distribuicdo de tamanho de particula e padrdo de difracdo de elétrons de AuNPs,
respectivament. Condi¢des de sintese: 0,5 mL de HAuCls (7,5 x 104 mol L1); 1 mL de
glicerol; 0,02 mL de NaOH (0,2 mol L-1); Volume total ~ 1,5 mL
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5.2. Efeito da razao glicerol: agua

A viscosidade do glicerol parece desempenhar papel importante na estabilizagdo de AuNPs
e controle de tamanho. Esta hipotese foi verificada variando a razao (v/v) de glicerol: 4gua
na sintese de AuNPs em condi¢des experimentais idénticas (ver Tabela 3).

A absorbancia acima de 600 aumenta apenas ligeiramente quando a razao glicerol: dgua é
de 1,5: 0,5 ou 1: 1, indicando que o glicerol pode estabilizar as AuNPs numa concentracao
final de glicerol tdo baixa como a de 30% na mistura reacional. No entanto, quando a
concentracdo final de glicerol na mistura reacional é de 16%, a banda LSPR torna-se
totalmente assimétrica com uma mudanc¢a de absorbancia maxima (Amax) para cerca de 540
nm (Figura 64a) . Esta amostra com razdo glicerol:agua de 0,5: 1,5 apresenta um valor
Ass0/As30 de cerca de 1 que € indicativo de aglomeracdo extensa de particulas. Em geral, a

razao Aeso/As30 aumenta com a diminuicao da razao glicerol/agua (Figura 64b).
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A Figura 64a mostra que a amostra preparada utilizando uma razdo 2: 1 de glicerol: 4gua
(56,7% de concentracdo final de glicerol) exibe uma banda de absor¢do LSPR simétrica
centrada em cerca de 520 nm e sem absorc¢do significativa acima de 600 nm. A razao
Ass0/As30 para esta amostra é de 0,1 indicando boa distribuicdo de tamanho de particula e
falta de agregacao (Figura 64b).

A informacdo obtida a partir da espectroscopia de absorc¢do electronica foi verificada
através do microscopia eletrénica (Figura 65). As AuNPs preparadas com 65,7% de glicerol
na mistura reacional (proporc¢do glicerol: 4gua = 2: 0) tém forma esférica e mostram um
tamanho médio de particula de 7.0+1,7 nm. O tamanho médio das particulas é de 7.0+2,2

quando as AuNPs sao preparadas com uma concentracao final de glicerol final de 49%.

Figura 64 - Espectro de absor¢do na regido visivel (a) e a razdo Aeso /As30 (b) de amostras
de AuNPs preparadas utilizando diferentes propor¢des iniciais de glicerol: 4gua (v:v) sob
condig¢des idénticas. Condi¢des: 1 mL de HAuCls (7,5 x 104 mol L-1); 0,04 mL de NaOH (0,2
mol L1); 2 mL de solugdo de glicerol com diferentes propor¢des de volume de glicerol: agua
(2:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5); Uma vez que o volume de reacdo total é de 3,04 mL, a

concentragdo final de glicerol nestas solucdes é de 65,7%, 49,3%, 32,8% e 16,4%,

respectivamente.
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Embora o tamanho médio das particulas ndo tenha mudado significativamente, o desvio

padrao (SD) que mostra a largura da distribui¢do de tamanho de particula aumentou de 1,7
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para 2,2. A imagem de MET da amostra preparada utilizando 33% de glicerol apresenta um
ligeiro aumento no tamanho (8,1 nm) bem como na distribuicio de tamanho (ou
aglomeracao de particulas), como também indicado por um valor de SD mais elevado (SD =
3).

Figura 65 - Micrografias de MET juntamente com os correspondentes histogramas de
distribuicdo de tamanho de AuNPs preparadas utilizando diferentes proporcdes de
glicerol:agua, tal como identificadas nos histogramas, sob condi¢des idénticas. Condi¢oes: 1
mL de HAuCls (7,5 x 104 mol L1); 0,04 mL de NaOH (0,2 mol L1); 2 mL de solugdo de
glicerol com diferentes propor¢des de volume de glicerol: 4gua (2: 0, 1,5: 0,5 e 1: 1); Volume

total ~ 3,04 mL
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Resumindo os resultados da espectroscopia UV-visivel e MET, pode concluir-se que a
diminui¢cdo da proporg¢ao (%) de glicerol na mistura reacional conduz um aumento no
tamanho médio de particula e distribuicdo de tamanho de particula como indicado pelos
valores de SD. Isto pode ser explicado pelo fato de que a diluicdo de glicerol levar a uma
diminui¢do na sua viscosidade. Conforme ilustrado na Figura 66, a viscosidade do glicerol
diminui de 15,2 para 6 para 2,5 para 1,76 centipoises para solu¢do aquosa de glicerol
contendo 65, 50, 32 e 20% de glicerol, respectivamente, como indicado por um estudo
detalhado em referéncia (142). Uma vez que a viscosidade da solugao de glicerol pode ser
considerada como o principal fator responsavel pela estabilizacdo das particulas, uma
diminuicdo da viscosidade da mistura reacional leva a formag¢do de particulas com maior

tamanho e maior distribuicao de tamanho.

5.3. Efeito da Temperatura

O efeito da temperatura de sintese na faixa de 10 °C a 60 °C foi estudado e seguido por
espectroscopia UV-visivel (Figura 67). Uma banda LSPR simétrica sem absorcao
significativa acima de 600 nm é observada para AuNPs preparadas a 10 °C e 25 °C. Assim, as
particulas esféricas sem aglomeracao sdo formadas a uma temperatura mais baixa, como
também confirmado pela analise MET (Figura 68). No entanto, com um aumento da
temperatura, os espectros eletronicos de AuNPs mostram um deslocamento batocrémico da
posicdo da banda LSPR (inserte Figura 67), indicando a formacdo de particulas ligeiramente
maiores. O deslocamento batocromico na banda de LSPR em funcao da temperatura é
também acompanhado por um aumento na absor¢do acima de 600 nm e, portanto, a razdo
Asso / As3o. Este efeito € muito proeminente na amostra preparada a 60 °C (Asso/As30 = 0,36)
em comparacdo com as outras trés amostras preparadas a temperaturas mais baixas
(Ass0/As30~0,1). Estes resultados confirmam a formacao de particulas maiores ou
aglomeracdo de particulas a temperaturas superiores que 25 °C.

Novamente, os resultados podem ser explicados considerando o efeito da temperatura na
viscosidade do glicerol e a taxa de reduc¢do dos ions Au3*. A viscosidade (centipoises) de
glicerol puro diminui de 3900 para 1412 para 284 para 81,3 quando a temperatura

aumenta de 10 para 20 para 40 a 60 °C, respectivamente (142) (Figura 66a). Assim, com o
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aumento da temperatura, a viscosidade da mistura reacional contendo glicerol diminui e
consequentemente a capacidade do glicerol para evitar a aglomeracdao. O aumento da
temperatura também aumenta a taxa de redugdo dos fons Au3* levando a formagdo de
AuNPs maiores na auséncia de condi¢cdes de estabilizacdo eficazes. Isto leva ao
deslocamento batocrémico da banda de LSPR observado e o correspondente aumento na

razao Aeso/As3o e aglomeracdo de particulas.

Figura 66 - Diminui¢ao da viscosidade do glicerol puro em func¢ao da temperatura (a) e
aumento da viscosidade da solucdo aquosa de glicerol como func¢ao de teor de glicerol (%)
9b). O inserte em b é uma vista ampliada da faixa de temperatura de 0 a 55 °C (dados

retirados Ref (142))
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E importante observar que a intensidade de absorcio, e portanto o nimero de particulas
formadas, aumenta ligeiramente com o aumento da temperatura. Por exemplo, a amostra
preparada a 40 °C mostra uma absor¢ao de 0,82 em comparag¢ao com um valor de 0,7 para a
amostra preparada a 10 °C. Deste modo, uma diminui¢ao da viscosidade a uma temperatura
mais elevada pode estar associada a um aumento do transporte de ions Au3* para a
superficie das particulas crescentes de Au e a sua subsequente reducdo na superficie do

posterior (76). Isso, por sua vez, leva a um crescimento mais rapido das particulas, com
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maiores chances de aglomeracao e formacao de particulas maiores, como sugerido pelo
deslocamento batocromico da banda LSPR e aumento das proporgdes Asso/Aszo em
temperatura mais alta (Figura 67). Assim, € melhor manter a temperatura abaixo de 30 °C
quando se utiliza glicerol como agente estabilizante.

Figura 67 - Espectro de absor¢do visivel de AuNPs preparadas utilizando diferentes
temperaturas, mantendo as outras condi¢des idénticas. O inserte mostra a mudanga de
posicdo da banda SPR em fun¢ao da temperatura. Condi¢des: 1 mL de HAuCl4 (7,5 x 10-4 mol
L-1); 2 mL de glicerol; 0,04 mL de NaOH (0,2 mol L-1); Volume total ~ 3 mL
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Figura 68 - Micrografia de MET da amostra preparada a 10 °C (didmetro médio das

particulas =6 + 1,5 nm)
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5.4. Efeito da concentracao de NaOH (pH)

Uma vez que o glicerol é um acido fraco e funciona como agente redutor a temperatura
ambiente apenas em meios basicos, o efeito do pH na sintese de AuNPs também foi
estudado sob uma faixa de pH utilizando diferentes concentragdes (0,01 mol L1 a
0,3 mol L-1) de NaOH (Figura 69). Nao se formam AuNPs na auséncia de NaOH na mistura
reacional como confirmado pela auséncia de banda LSPR nos espectros (linha inferior na
(Figura 69). Adicionando 40 pL de NaOH 0,01 mol L-1 a mistura reacional, uma fraca banda
LSPR a cerca de 540 nm aparece mostrando que Au3* é reduzido a Au metalico. Esta banda
aumenta em intensidade e exibe um deslocamento hipsocrémico a medida que o pH da
mistura reacional é aumentado pela adi¢do de uma concentra¢do mais elevada de NaOH. A
relacdo Asso/As30 também diminui com o aumento do pH (Figura 70). Estas observacdes sdo
indicativas do fato de serem produzidas AuNPs mais pequenas em maior nimero a pH mais
elevado do meio reacional.

Figura 69 - Espectro de absor¢do visivel de AuNPs preparadas em pH diferente utilizando
diferentes concentragcoes de NaOH (0,01-0,3 mol L1), mantendo as outras condigoes
idénticas. Por razodes de clareza, os trés espectros de fundo foram ampliados e mostrados
como graficos inserte. Condi¢des: 1 mL de HAuCls (7,5 x 104 mol L-1); 2 mL de glicerol; 0,04
mL de NaOH (0,01-0,3 mol L-1); volume total = 3,04 mL
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Figura 70 - A razdo A650/A530 para AuNPs preparadas em pH diferente utilizando
diferentes concentracdes de NaOH (0,05-0,3 mol L-1). Condig¢des: 1 mL de HAuCls (7,5 x 104
mol L-1); 2 mL de glicerol; 0,04 mL de NaOH; Volume total ~ 3 mL
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O fato por tras dessa observacdo reside na desprotonacao das moléculas de glicerol que é
altamente sensivel ao pH. A ionizacdo do fon H* a partir da molécula de glicerol aumenta
com o aumento do pH, levando a formacao da espécie de alcéxido carregada negativamente
(-CO-) que atua como agente redutor (115). Uma vez que a redugdo de Au*3 a Au® depende
fortemente da formacgdo de espécies de alcoxido, sdo formadas mais AuNPs a pH mais
elevado. E assim aconselhavel manter a concentragao inicial de NaOH acima de 0,05 mol L1
e uma concentracdo de NaOH de 0,2 mol L-! foi escolhida para a maioria dos experimentos

neste trabalho.
5.5. Estabilidade coloidal de AuNPs

As propriedades 6ticas, eletronicas e cataliticas das AuNPs sdo estreitamente dependentes
da sua estabilidade coloidal ou grau de agregacao ou dispersao. Isto também implica que a
estabilidade coloidal de AuNPs sem uso de surfactantes deve ser um fator importante na
determinagdo da eficacia do seu uso em catalise ou aplicacao biomédica. Assim, realizou-se

um estudo pormenorizado da estabilidade coloidal das AuNPs sintetizadas sem usar
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estabilizantes/surfactantes como funcdo do tempo, aquecimento pés-sintese e forca idnica

do meio como discutido abaixo.
5.5.1. Estabilidade coloidal de AuNPs em func¢do do tempo

A estabilidade coloidal de AuNPs preparadas utilizando glicerol como agente redutor e
estabilizador foi estudada em fung¢ao do tempo. A Figura 71 mostra a evolugao temporal dos
espectros de absorc¢ao eletrénica de AuNPs até 8 dias depois da sua sintese. A posicdo das
bandas LSPR caracteristicas de AuNPs esféricas centradas em 512 nm e a forma ou largura
do espectro ndo mostram alteracdo apds dois dias mostrando que as particulas sintetizadas
sdo completamente estdveis em pelo menos até 02 dias. Um ligeiro deslocamento
batocréomico da posicdo da banda LSPR e aumento na absor¢do acima de 600 nm é
observado apds 04 dias e estas alteracdes tornam-se mais proeminentes apds 08 dias,
indicando aglomeracdo de AuNPs (143) como resultado da perda de estabilidade coloidal
com o tempo.

Figura 71 - Evolugao temporal dos espectros de absor¢do UV-visivel da mesma amostra de
AuNPs adquiridas em varios intervalos de tempo apds a sua sintese. Condicdes: 1 mL de
HAuCls (7,5 x 104 mol L-1); 2 mL de glicerol; 0,04 mL de NaOH (0,2 mol L-1); Volume total ~
3 mL
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Parece que as particulas estabilizadas com glicerol move-se lentamente uma para a outra
até um momento em que elas se aproximam o suficiente para comegar a aglomerar e formar
particulas maiores que absorvem no maior comprimento de onda. O aumento na absorgao
acima de 600 nm é devido a uma maior contribuicdo do espalhamento para a extingdo 6tica
de AuNPs em comparagdo com a sua absor¢ao a medida que aumenta o tamanho de

particulas devido a sua aglomeragao (143).

5.5.2. Estabilidade coloidal em fun¢do do aquecimento pos-sintese

Além de estudar o efeito da temperatura durante a sintese de AuNPs, também se estudou o
efeito do aquecimento pds-sintese sobre a estabilidade coloidal de AuNPs estabilizadas com
glicerol. As particulas sintetizadas foram submetidas a um aquecimento a diferentes
temperaturas (25 °C a 100 °C) durante 30 minutos e os espectros eletronicos registrados
(Figura 72). A Figura 72 mostra que os espectros eletronicos de AuNPs ndo sofreram
alteracdo de forma ou posicdo apds o aquecimento até 60 °C e apenas uma ligeira alteracao
ao aquecer a 80 °C durante 30 minutos. Apenas ap6s a ebulicdo da suspensido aquosa de
AuNPs durante 30 minutos, as AuNPs perdem a sua estabilidade e come¢am a aglomerar
como indicado por um deslocamento batocrémico da posi¢do da banda LSPr de 510 nm a
520 nm e aumento do sinal de espalhamento.

Isto mostra que o aquecimento pds-sintese tem menor efeito no tamanho e estabilidade das
particulas em comparacdo com o aquecimento da mistura reacional durante a sintese de
AuNPs (ver Figura 67). Ao aumentar a temperatura da suspensao coloidal acima de 70 °C, a
colisdo entre o nanosol de ouro aumenta significativamente por causa de uma diminuicao
da viscosidade e aumento dos movimentos de particulas, em consequéncia do qual se
formam particulas maiores que absorvem em uma regido de comprimento de onda um
pouco maior do espectro visivel. Os espectros de suspensdo de AuNPs aquecidos a
diferentes temperaturas durante 10 min também ndo mostram qualquer altera¢do (Figura

73).
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Figura 72 - Espectro de absor¢do UV-visivel da suspensdao de AuNPs ap6s aquecimento a
diferentes temperaturas durante 30 minutos cada; Condi¢des: 2 mL de HAuCls (7,5 x 104
mol L-1); 4 mL de glicerol; 0,08 mL de NaOH (0,2 mol L-1); Volume total ~ 6 mL
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Figura 73 - Estabilidade coloidal de AuNPs em fung¢do da temperatura. As amostras foram

aquecidas durante 10 minutos a cada temperatura.
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5.5.3. Estabilidade coloidal em fun¢do da concentracao de sal

Uma vez que algumas das aplicagdes bioldgicas de AuNPs envolvem a utilizagdo de meios de
cultura de células com elevado teor de sais, o efeito da concentracdo de sal sobre a
estabilidade de AuNPs coloidais foi estudado pela adicao de diferentes quantidades de NaCl
a suspensdo de AuNPs e tendo os espectros UV-vis a varios intervalos apés a adi¢ao de sal
(Figura 74). A Figura 74a mostra que as particulas permanecem estaveis até 24h na
presenca de NaCl 4 mmol L-1. De forma semelhante, a particula apresenta boa tolerancia a 6
mM de NaCl até 3h e observam-se alteracdes espectrais indicando aglomeragdo de
particulas apds 24h (Figura 74b). Para concentracao de sal acima de 6 mmol L1, ocorre uma
aglomeracao significativa de AuNPs dentro de uma hora da sintese (Figura 74c e Figura

74d).

Figura 74 - Evolugdo temporal dos espectros de absorcao UV-visivel da suspensao de AuNPs
na presenca de diferentes quantidades de NaCl adicionadas as AuNPs coloidais; Condi¢des:
2 mL de HAuCls (7,5 x 104 mol L1); 4 mL de glicerol; 0,08 mL de NaOH (0,2 mol L-1);
Volume total ~ 6 mL
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—1hr
—2hr

N —3hr

---24hr

— as prepared
----1hr

absorbance (a.u)

0.6 064

0.44 0.4

8 mmol L™ Nacl 10 mmol L NaCl

0.24 0.2

0.0

. . . , i 0.0
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

wavelength (nm)

Fonte: Autoria prépria
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5.6. Conclusoes:

No presente estudo, utilizando o glicerol tanto como agente redutor quanto como agente
estabilizador, nao s6 substituimos o NaBH4 e outros agentes redutores toxicos pelo glicerol,
um agente redutor mais ecoldgico e de baixo custo, mas também conseguimos a formagao
de AuNPs bem dispersas e estaveis e com uma distribuicdo de tamanhos razoavelmente boa
sem usar nenhum ligantes ou surfactante, simplesmente explorando a viscosidade do
glicerol. Um estudo detalhado dos parametros de sintese mostrou que a propor¢do de
glicerol: 4gua, pH e temperatura da sintese afeta fortemente o tamanho de particulas e a
estabilidade coloidal de AuNPs. A capacidade de reduc¢do e o poder de estabilizacao do
glicerol dependem do pH e a % do teor de glicerol do meio reacional, respectivamente. Uma
vez que nao se utilizou agente estabilizante externo, o procedimento é simples, econdmico e
ambientalmente seguro, e pode ser utilizado para sintetizar AuNPs e outras nanoparticulas
metalicas, livres dos ligantes, por exemplo para utilizagdo em catdlise e aplicagdes
biolégicas. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para colocar estas AuNPs

estabilizadas com glicerol para uso pratico, uma vez que a tarefa é um desafio.
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6. Conclusoes

Nesta tese, nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos e formas foram preparadas

com sucesso empregando glicerol (bruto e puro) como agente de reducao (e estabilizador).

Em primeiro lugar, forma preparadas nanobastdes de ouro (AuNRs) utilizando CTAB como
surfacatnte e glicerol com agente redutor. Devido as propriedades 6ticas dependentes do
formato/forma das AuNRs, que sdo importantes para muitas aplica¢des, a formagdo de
AuNRs é uma area de pesquisa ainda muito ativa. No presente estudo, relatamos pela
primeira vez um método one-pot e sem semente (seedless) baseado na utilizacdo de glicerol
como agente redutor para a preparagao de AuNRs. Demonstrou-se que a formacao de
particulas sementes e o crescimento das mesmas ocorrem na mesma solucdo, levando a
formacdo de AuNRs na presenca de CTAB e assim o niumero de passos necessarios para a
formacdo de AuNRs foi reduzido de dois para um. Nao s6 substituimos NaBH4 ou hidrazina
pelo glicerol como um agente redutor mais ecolégico e de baixo custo, mas também
conseguimos a formacao de AuNRs monocristalinos com rendimento muito elevado (~
100%). O glicerol em meio alcalino atua como agente redutor ajustavel e dependente do pH.
A razdo de aspectos (AR) e o rendimento de AuNRs mostraram uma clara dependéncia do
pH e da temperatura da mistura reacional bem como da concentra¢do de AgNO3 adicionado
como um reagente auxiliar. Mostramos como o ARs (2 a 6), o rendimento (22 a 99%) e a
banda de absor¢do LSP (620 a 1200 nm) das AuNRs sdo controlados utilizando estes
parametros de sintese. As AuNRs puras com quase nenhuma particula esférica sao obtidos a
temperatura ambiente (25-30 °C) sob condi¢cbes de crescimento de particulas lentas
conseguidas usando ambiente de reducdo suave (pH 11-12). Com um pH mais elevado (pH
13-14) e a temperaturas superiores a 50°C, a formacao de AuNRs comeca dentro de 1 hora
de reacao, mais rapidamente do que a pH 11, mas tanto a AR quanto o rendimento das
AuNRs diminuem (27 a 50%). Uma pequena quantidade de AgNOs é necessdria para a
formacao de AuNRs. A andlise de HRTEM mostrou a formagdo de estrutura monocristalina
perfeita do tipo fcc e sem quaisquer falhas estruturais e com [001] como direcdo de
crescimento axial. A novidade do método de sintese de AuNRs relatado aqui consiste na
simplicidade do método (sem instrumentos especiais, sem controle rigoroso da

temperatura), alto rendimento das AuNRs (~99%), custo-eficacia (glicerol é um reagente
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quimico de baixo custo e abundante e também ambientalmente seguro). Este novo método
ecologico pode ainda ser melhorado para a sintese de AuNRs e outras nanoparticulas

metalicas utilizando glicerol como um reagente de baixo custo abundantemente disponivel.

Numa outra parte de tese, foram preparadas nanoparticulas de ouro (AuNPs) de tamanho
menor que 10 nm empregando glicerol bruto como agente redutor). A formac¢do de AuNPs
esféricas e quase monodispersas de cerca de 8 nm foi alcancada, pela primeira vez,
utilizando o glicerol bruto (CG) como recebido da planta de biodiesel. Como prova de
conceito, foram utilizadas duas amostras diferentes de glicerol bruto com diferentes
teores de glicerol (65% e 73%) e diferentes niveis (baixa e alta) e tipos (organicos e
inorganicos) de impurezas para preparar AuNPs. Nossos resultados mostram que o
CG (contendo sais, umidade e uma variedade de acidos graxos e ésteres), apos
simples filtracao através de um filtro de 0,2 pum, é tdo eficaz quanto o glicerol
comercial na producao de AuNPs quase monodispersas e as impurezas presentes no
GC nado afetam a distribuicao de tamanho das AuNPs resultantes. A distribuicao de
tamanhos é principalmente controlada pela concentracao de agentes estabilizadores
e o proprio glicerol ou as impurezas presentes nele parecem nao ter nenhum papel
na estabilizacdo das particulas. Tanto o PVP quanto o PDAC, além de estabilizar as
AuNPs, também atuam como agentes redutores em meios alcalinos, embora muito
mais fracos que o glicerol. A uma concentracao fixa de agente de estabilizador, o pH
da solucdo nao afeta a distribuicdo de tamanho de particula, mas afeta
significativamente o numero de particulas formadas e a velocidade de sua formacao.
O método de sintese desenvolvido permite a formacdao de AuNP uniformemente
distribuidas de cerca de 7,0+1,5 nm sob amplas faixas de concentracao de glicerol
(0,1-0,4 mol L-1) e concentracao de OH- (0,1-0,4 mol L-1) utilizando 1,0% de
concentracao de agentes estabilizadores. Este estudo abre novas possibilidades para
a preparacdo ecologicamanete correta de nanoparticulas metdlicas utilizando como

agente redutor o CG, um reagente barato, nao téxico e biodegradavel.

Ainda numa outra parte de tese, foram preparadas nanoparticulas de ouro (AuNPs) de
tamanho menor que 10 nm empregando glicerol similtaneamente como agente redutor e

establizador. No presente estudo, utilizando o glicerol tanto como agente redutor quanto
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como agente estabilizador, ndo s6 substituimos o NaBH4 e outros agentes redutores toxicos
pelo glicerol, um agente redutor mais ecoldgico e de baixo custo, mas também conseguimos
a formacdao de AuNPs bem dispersas e estaveis e com uma distribuicio de tamanhos
razoavelmente boa sem usar nenhum ligantes ou surfactante, simplesmente explorando a
viscosidade do glicerol. Um estudo detalhado dos parametros de sintese mostrou que a
proporc¢ao de glicerol: 4gua, pH e temperatura da sintese afeta fortemente o tamanho de
particulas e a estabilidade coloidal de AuNPs. A capacidade de redu¢do e o poder de
estabilizacdo do glicerol dependem do pH e a % do teor de glicerol do meio reacional,
respectivamente. Uma vez que nao se utilizou agente estabilizante externo, o procedimento
é simples, econdmico e ambientalmente seguro, e pode ser utilizado para sintetizar AuNPs e
outras nanoparticulas metalicas, livres dos ligantes, por exemplo para utilizacao em catalise
e aplicagdes bioldgicas. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para colocar estas

AuNPs estabilizadas com glicerol para uso pratico, uma vez que a tarefa é um desafio.
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