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EPIGRAFE

O verdadeiro conhecimento existe ao saber que vocé néo sabe nada.
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RESUMO

BARBOSA, H. F. P. Uso do 2° harmoénico do laser Nd:YAG na sintese fotoquimica
de nanoparticulas de ouro. 94 f. Dissertagdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de

Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2017.

No presente trabalho nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pelo método de
irradiagao por laser utilizando comprimento de onda de 532 nm, n&o reportado ainda
na literatura. Uma solugcédo aquosa de acido tetracloroaurico foi irradiada pelo laser no
comprimento de onda descrito por até 4 h e a formacdo das nanoparticulas foi
observada néo s6 pela mudancga da coloracido da solugdo para vermelho/réseo como
também pelos espectros de absorcio, pela analise de espalhamento dinamico de luz,
pela microscopia eletrbnica de transmissao e pela difracdo de elétrons de area
selecionada. Também foi estudada a sintese a partir de solugdes aquosas de acido
tetracloroaurico que continham os biopolimero DNA e BSA. Em todos os casos pbde-
se detectar a formacao de nanoparticulas de morfologia esférica, estrutura cristalina
cubica de face centrada e tamanhos meédios menores que 10 nandmetros. A
estabilidade das nanoparticulas produzidas foi estudada por meio da variagao dos
tamanhos das particulas e de seus potenciais zeta por até 28 dias. Também neste
trabalho determinou-se o mecanismo de reducdo do sal de ouro pelo método
proposto. Notou-se que os grandes responsaveis por essa redu¢ao sao o proprio feixe

de laser e os produtos da dissociacao da molécula da agua pelo feixe de laser.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro. Laser. Biopolimeros.






ABSTRACT

BARBOSA, H. F. P. Usage of Nd:YAG laser’s 2" harmonic for photochemical
synthesis of gold nanoparticles. 2017. 94 f. Dissertacdo (Mestrado) - Escola de

Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2017.

In this work gold nanoparticles were synthesized by laser irradiation with wavelength
of 532 nm, not reported yet in literature. An aqueous solution of tetrachloroauric acid
was irradiated by the laser for 4 hours and the nanoparticle formation was attested not
just by the change in coloration to pinkish/reddish, but also by absorption spectra,
dynamic light scattering, transmission electron microscopy and selected area electron
diffraction. Synthesis with biopolymers DNA and BSA were also performed in this work.
In all cases, the synthesized nanoparticles presented spherical shape, face centered
cubic crystal structure and mean sizes lower than 10 nanometers. The stability of these
nanoparticles were studied by the variation of size and zeta potential trough 28 days.

Also in this work, the mechanism of gold salt reduction by the cited method was
determined. It was noticed that products of the water dissociation by laser and the laser

beam itself are responsible to reduce the gold salt to metallic gold.

Keywords: Gold nanoparticles. Laser. Biopolymer.






Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

LISTA DE FIGURAS

Tipos de nanoparticulas: nanoparticulas (OD), nanobastdes (1D), flmes
finos (2D) e estrutura com formato de esfera ramificada (3D - formado
por outras NANOPArtiCUIAS). .......uuuiiii i 30
Representagao das abordagens top-down e bottom-up para sintese de
NANOMALEIIAIS. ..eevveiiiii e e e e 31
Calice de Licurgo a) sem fonte de luz em seu interior € b) com luz
transmitida a partir de seu iNterior ...........cccovvvviiiiii e 31
Representagdo da RPSL em uma nanoparticula esférica (esquerda) e
nanobastao (centro e direita). O nanobastao apresenta duas formas
POSSIVEIS A€ OSCIlAGAOD. .....uuviiiiiiiii e 33
Exemplos de espectro de absorbancia em fungdo do comprimento de
onda (A) de diferentes tamanhos e diferentes morfologias de AuNPs ...34
Representacdo do mecanismo de formacao do laser. a) Representagao
dos componentes de um laser Nd:YAG. b) Excitacéo e formacao do
féton do laser. Representagao da alteragao de estado energético dos
atomos de Nd c) antes, d) durante e e), f) e g) apds estimulo pela

F= T 0] 0= To £= 1o =10 - T 38
Representagao de parte de uma dupla hélice de DNA com seus
constituintes fosfato, agucare bases A, T, Ce G.....ccccceeeeiieeeiieieeniinnnnnn. 41
Representagao da estrutura de hélices do BSA com seus 3 dominios e
respectivos subdominios. Dominio 1 - Subdominios: vermelho e laranja.
Dominio 2 — Subdominios: cor creme e cor creme mais escura. Dominio
3 — Subdominios: azul claro e azul mais escuro..............ccccceeeeeeeeeennn. 43
Diagrama esquematico do processo de sintese das AuNPs por
irradiacéo a laser com A de 532 nm por4 h......oooovvvviiiiieiiiee e, 46
Espectro de absor¢cédo das amostras TV1, TV2 e TV3 apds irradiagao por
laser com A de 532 Nm por 20 MiN.......oooviiiiiiiiee e 52
Espectro de absorcdo das amostras TC1, TC2 e TC3 apds irradiagao
por laser com A de 532 nm por 20 MiN. .......eiiiiiieiieiiieee e, 53
Distribuigdo de tamanhos das AuNPs formadas pelas amostras a) TC1,
b) TC2 e c) TC3 apos irradiagao por laser com A de 532 nm por 4 h....54



Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Microscopias obtidas por MET de a) TC1, c) TC2 e €) TC3 e suas

respectivas distribuicbes de tamanho de particulas b), d) e f). O

destaque na parte a) se refere as particulas fundidas. ......................... 56
Imagens de DEAS das amostras a) TC1, b) TC2 e ¢) TC3 e seus
respectivos planos cristalinos correspondentes. ............cccceeeveeiiiineeen, 58

Variagao de tamanho e de PZ das AuNPs produzidas pela amostra

TC2 ao longo do tempo com estocagem no escuro e sob refrigeragao a

Espectro de massa da amostra TC2. a) Aproximagao para massa
atdbmica do Hz. b) Aproximacgao para a massa atémica do Oz. c)
Aproximacgao para massa atdomica correspondente ao Cla.................... 63
Espectro de absorgdo da amostra DNAAu apds preparo e sem passar
[oXo] Ty r=To [F=Toz= To JR= TN F= 1] o 65
Espectro de absorcdo da amostra DNAAu apds preparo e apos
irradiacao por laser Nd:YAG com A de 532 nm por diferentes intervalos
AE IBMIPO. e 66
Distribuigdo do tamanho das AuNPs formadas pela amostra DNAAu
apos irradiagao por laser comAde 532 nmpor4 h....ccoooovvvveeeeennnnnnnn. 67
Imagens obtidas via MET das AuNPs sintetizadas pela amostra DNAAu
apos irradiagao por laser com A de 532 nm por 4 h. Aimagem contém
duas magnificagdes diferentes em a) e b) e a distribuicdo do tamanho
de particulas em c), referente a figura b). Os pontos brilhantes
representam as AuNPs. Ja a massa mais clara representa o DNA..... 68
Imagem obtida por DEAS das AuNPs obtidas pela amostra DNAAu
apos irradiagao por laser com Ade 532 nmpor4 h....cooooevvvviieeieennnnnnn. 69
Variacao de tamanho e do PZ das AuNPs produzidas pela amostra
DNAAu ao longo do tempo com estocagem no escuro e sob
refrigeraga@o @ 4°C. . ..o 70
Espectro de absorcdo da amostra BSAAu apds preparo e sem passar
[oTo Ty = To [ E=Toz= Lo JR- T F= 1= PSP 72
Espectro de absor¢cdo da amostra BSAAu apdés preparo e apos

irradiacao por laser Nd:YAG com A de 532 nm por diferentes intervalos



Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

Distribuicdo do tamanho das AuNPs formadas pela amostra BSAAu
apos irradiagao por lasercom Ade 532 nmpor4 h. ....ccocoeeevviiiieeennnn. 74
Imagens obtidas via MET das AuNPs sintetizadas pela amostra BSAAu
apos irradiagao por laser com A de 532 nm por 4 h. Aimagem contém
duas magnifica¢des diferentes em a) e b) e a distribuicdo do tamanho
de particulas em c), referente a figura b). Os pontos brilhantes
representam as AuNPs. J4 a massa mais clara representa o BSA......75
Imagem obtida por DEAS das AuNPs obtidas pela amostra DNAAu
apos irradiagao por laser com Ade 532 nmpor4 h. ...ccoooeeevvviiieennnn. 76
Variacao de tamanho e do PZ das AuNPs produzidas pela amostra
BSAAu ao longo do tempo com estocagem no escuro e sob
refrigeraga@o @ 4 OC. .....uuiii i 77
Espectro de absor¢cdo comparativo entre as amostras TC2, DNAAu e
BSAAu irradiadas por laser com A = 532 nm. Fotos das amostras
também estdo presentes naimagem. ............coviiiiiiiiii e, 78
Distribuicdo do tamanho das AuNPs sintetizadas utilizando as amostras
TC2, DNAAU € BSAAU. ..o, 79
Imagens obtidas por MET das AuNPs sintetizadas pelas amostras a)
TC2, c) DNAAu e e) BSAAu e suas respectivas distribui¢cdes de
tamanho de particulas b), d) e f). As manchas mais claras em c) e d)
sdo DNA e BSA, respectivamente..............oocveiiiiiiiiiiiiiiiiiceee e, 81
Imagens obtidas via DEAS correspondente as AuNPs formadas pelas
amostras a) TC2, b) DNAAu e ¢) BSAAu e seus respectivos planos
CHSTAlINOS. ... e 83
Comparativo entre as variagoes de tamanho e PZ das amostras a)
TC2, b) DNAAu e ¢) BSAAu apés estocagem por 0, 1, 7,14,21 e 28

dias sob refrigeragao @ 4°C. ... 85






LISTA DE TABELAS

Tabela1—  Amostras utilizadas neste trabalho, suas concentracées e volumes..46






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

0D - Zero-dimensional

1D - Unidimensional

2D - Bidimensiona

3D - Tridimensional

AuNPs - Nanoparticulas de ouro

BSA - Albumina de soro bovino

BSAAuU - Amostra de solucdo aquosa de acido tetracloroaurico e BSA

CFC - Cubica de face centrada

DEAS - Difracéo de elétrons de area selecionada

DNA - Acido desoxirribonucleico

DNAAu - Amostra de solugdo aquosa de acido tetraclorodurico e DNA

EDL - Espalhamento dindmico de luz

EM - Espectrometria de massa

HSA - Albumina de soro humano

JCPDS - Joint Committee on Powder Diffraction Standards

MET - Microscopia Eletronica de Transmisséo

Nd:YAG - Granada de itrio aluminio dopada com neodimio

pH - Potencial hidrogenidnico

PSL - Plasmon de superficie localizado

PZ - Potencial zeta

RNA - Acido ribonucleico

RPSL - Ressonancia plasménica de superficie localizada

STEM - Scanning Transmission Electron Microscopy

Ti:Safira - Titanio-safira

TV1 - Amostra 1 de solugdo aquosa de acido tetracloroaurico para teste de volume
TV2 - Amostra 2 de solugdo aquosa de acido tetracloroaurico para teste de volume
TV3 - Amostra 3 de solugcdo aquosa de acido tetracloroaurico para teste de volume
TC1 - Amostra 1 de solugado aquosa de acido tetracloroaurico para teste de

concentragao



TC2 — Amostra 2 de solugao aquosa de acido tetracloroaurico para teste de
concentracao

TC3 - Amostra 3 de solugdo aquosa de acido tetracloroaurico para teste de
concentracao

UV - Ultravioleta

UV-Vis - Ultravioleta-visivel

YAG - Granada de itrio aluminio



LISTA DE SIMBOLOS

nm - Nandémetro

N\ - Comprimento de onda
He-Ne - Hélio-Nednio

CO:z2 - Di6xido de carbono
GaAs - Galio-Arsénio

Xe - Xendnio

Kr - Criptonio

Nd3* - ion de neodimio

Y3+ - jon itrio

A - Adenina

G - Guanina

T - Timina

C - Citosina

P - Foésforo

O - Oxigénio

N - Nitrogénio

H - Hidrogénio

OH - Hidroxila

HAUCIs - Acido tetracloroaurico
H20 - Agua

HAuUCI4.3H20 - Acido tetracloroaurico tri-hidratado
% - Porcentagem

g - Grama

mol - Quantidade de 6,02x1023 moléculas
L - Litro

MQ - Megaohm

cm - Centimetro

ns - Nanosegundo

Hz - Hertz

mJ - Milijoule

mg - Miligrama



mL - Mililitro

h - Hora

ag - Solugao aquosa

t - Tempo

° - Grau

°C - Graus Celsius

V - Volts

KV - Quilovolts

min - Minutos

t - Mais ou menos

Ti - Titanio

dnki - Distancia interplanar
mV - Milivolts

nhv — Emissao de fotons
H- - Radical hidrogénio
O - Radical oxigénio
OH: -Radical hidroxila
H2 - Gas hidrogénio

O2 - Gas oxigénio

H202 - Agua oxigenada
fs - Fentosegundo

kHz - Quilohertz

€aq - Elétron hidratado
H* - Hidron

[AUCla] e [AUCIx(OH)4-]" - ion tetracloroaurato
Au (0) - Ouro metalico
Clz - Gas cloro

Aum - Ouro metalico
Aum+1 - Ouro metalico
HCI - Acido cloridrico

CI- - ion cloreto

u - Unidade de massa atébmica
Au - Ouro

-SH - Sulfanilo



SUMARIO

1. LN ERI0] 16107V T 27

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ... 29

2.1 NANOMATEIIAIS ..tiiiiiiriiiiiitiie et sba e era e e e ssbae e 29

3\ oY a VoY o =1 g u (ol U1 - 1e [T TV o NP 31

2.2.1. SINTESE A AUNPS.......eiiiiieee ettt et e st e st e st e e sabe e sabe e e sabeesabeesaneeesaneeenneas 35

s TR = 1] =T PPN 36

O - Te Yo Yo [0 0 =T o 13PTSR 39

2.1 DNA Lttt h e bt bt ea et et e e bt e eh e e eh e e ea bt e bt e bt e beenbeeeheeeateereen 40

242, AIDUMIING .ttt b e s bt sttt e bt e s be e she e sat e s bt e b e e beeeheeeneeenteeneens 42

G T 0 1= N | I Y 1 44

4. MATERIAIS E METODOS.......ooiieiiee ittt ettt st ete et 45

4.1, Materiais UtIlIZadOs . ...cooueeiiiriiiieeieeee ettt st st 45

A2, IMIBEOOS ...ttt ettt st sttt et e bt bt she e st e e bt et e e nh e e sae e st e sabe e b e beennes 45

4.2.1. Preparo das SOIUGOES .....c.ueeiieciieeeieiieeeeeitee e eettee e eetee e e eetee e e s e beeeeeenbaeeeesnbeeeeeeataeesennseneeennsens 45

Y N B S - [o | - Tor- To o - 10 o] (1] ofo Y- PSP 46

4.3. Caracterizagao das AMOSEIAS .ioucuuieiieiiieeeeiiiee e et e e et e e s sree e e sbe e e e s e e e e s sabre e e e eabaeeeenareeas 47

4.3.1. Espectrofotometria UV-ViSIVel .......cueiiieiiiii ettt 47

4.3.2. Espalhamento DIindmico de LUZ (EDL).....c.ceeeiuiieieiiee ettt ettt 47

e e T oY (= oo o A=Y = N (27 PO PP 48
4.3.4. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) e Difragdo de elétrons de area selecionada

(DEAS) ettt sttt ettt b e bbbttt h et ekt e b e e b e e bt e a b e bt et et e e bt et e nbeeae e bt she et e 49

4.3.5. Espectrometria de massa (EM) ...ccueeii i e e 49

5. RESULTADOS E DISCUSSAO. ...t 51

5.1. Sintese de AuNPs a partir de solugao de HAUCI4. 3H20 ..couieriiiriiiiinieieeeeee e 51

5.1.1. Efeito do volume da solugdo irradiada na formagdo de AUNPS.........cccceeveeieeneeniiennieeieene 51

5.1.2. Efeito da concentragao da solugdo na formagdo de AUNPS........cccveeiieciiee e 53

5.2. Mecanismo de sintese para formacdo de AuNPs via irradiacdo laser com A de 532 nm .61

5.3. Efeito da presenca de biopolimeros na solucdo durante a formacdo das AuNPs............. 64
5.3.1. Sintese de AUNPs na presenca de DNA...........uiiiiiiiie ettt e ree e e e e e e e 64
5.3.2. Caracterizagdo das AuNPs sintetizadas na presenca de DNA .......cccceeveiieeevciieeccciiee e, 66

5.3.3. Sintese de AUNPs na presenga de BSA ... iiiiiee et see e e 71



5.3.4. Caracterizagdo das AuNPs sintetizadas na presenca de BSA..........cccoccveeeeicieeecccieeeeccineeen, 73

5.4. Considerag0es finais: Comparativo entre amostras TC2, DNAAu e BSAAU ..................... 78
6. CONCLUSOES........ocuiiiieicieiet ettt 87
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......oiiiiiiieeee et 88

REFERENCIAS .. oo ettt 89



27

1. INTRODUCAO

Os nanomateriais estao se tornando cada vez mais populares nos ultimos anos,
devido suas propriedades unicas que se diferem das propriedades que apresentam
quando em escala macroscopica. Isso abre um leque novo de possibilidades, pois um
composto antes desinteressante para uma determinada aplicacdo pode adquirir a
propriedade desejada quando em escala nano. Por exemplo, materiais
semicondutores podem se tornar isolantes em escala nanométrica (CAO; WANG,
2011), um material opaco em escala macro pode se tornar transparente quando seu
tamanho é diminuido, ou ainda um material estavel quimicamente pode se tornar
reativo quando em escala nano (CALLISTER; RETHWISCH, 2011).

Um exemplo destes nanomateriais sdo as nanoparticulas. Consideradas
nanomateriais zero-dimensionais (0D) por terem todas suas dimensdes em escala
nanométrica (NERSISYAN et al., 2017), elas tém sido utilizadas em aplicagbes
variadas como em embalagens (HONARVAR; HADIAN; MASHAYEKH, 2016),
captacao de energia solar (TORRES-MENDIETA et al., 2017), catalise (DANIEL;
ASTRUC, 2004), sensoriamento (PRIYADARSHINI; PRADHAN, 2017), carreamento
de farmacos (KONG et al., 2017), armazenamento de dados (REISS; HUTTEN, 2005),
diagnostico (KONG et al., 2017), condutividade elétrica (MA; TANG; KIM, 2008),
dentre outros. Uma nanoparticula em especifico que consegue ser aplicada em quase
todos os exemplos citados € a nanoparticula de ouro (AuNPs).

Sendo uma nanoparticula e tendo suas propriedades fortemente dependentes
de sua morfologia e tamanho, € muito importante que sua sintese permita um grande
controle sobre essas caracteristicas. Infelizmente nenhum método de sintese ja criado
apresenta esse tipo de controle. Nenhum deles € capaz de produzir todas as
morfologias ja catalogadas em todos os tamanhos possiveis (MAYER; HAFNER,
2011), por exemplo. Além disso, os métodos comumente utilizados se apoiam no uso
de agentes redutores, catalisadores e estabilizantes para a obtencdo das AuNPs
(TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951; BRUST et al., 1994). Dependendo da
aplicacao, a utilizacdo destes compostos pode prejudicar a funcionalidade das AuNPs.
Seria necessario a implementacdao de uma etapa somente para a remog¢ao ou

recobrimento destes compostos, caso possivel, o que aumentaria o tempo de
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preparagao do material final.

Portanto, € necessario desenvolver um método de sintese de AUNPs que seja
capaz de um maior controle das propriedades das nanoparticulas bem como seja
capaz de utilizar o menor numero de compostos possivel. Baseado nessa premissa,
neste trabalho buscou-se sintetizar AUNPs por meio do método de irradiagao a laser
em comprimento de onda de 532 nm. Um mecanismo de sintese para esse método
foi proposto e, em seguida, diferentes concentragdes do reagente HAuCl4.3H20 foram
testadas. Além disso, foi investigado o uso de biopolimeros na sintese, verificando-se
se ha ou nao alteragao nas propriedades das nanoparticulas. As AuNPs sintetizadas
foram analisadas com relagdo ao seu tamanho, morfologia, estrutura cristalina e

estabilidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nanomateriais

Os nanomateriais sdo definidos como materiais que apresentam tamanhos
entre 1 nm e 100 nm e propriedades diferentes das quais eles apresentariam se
estivessem em escala macroscopica (EUSTIS; EL-SAYED, 2006). Por exemplo, a
temperatura de fusdo se torna menor quando o material estd em escala nano.
Materiais semicondutores podem se tornar isolantes quando apresentam alguns
nandémetros de tamanho. Ouro em escala macro nao apresenta caracteristicas
cataliticas, mas em escala nanométrica passa a apresentar tais caracteristicas. (CAO;
WANG, 2011).

A classificacdo destes materiais é feita com relagao as suas dimensodes: zero-
dimensional (0D), unidimensional (1D), bidimensional (2D), e tridimensional (3D). Para
nanomateriais 0D, todas as dimensdes precisam estar na escala nanométrica. Para
nanomateriais 1D, duas dimensdes precisam estar na escala nanométrica. Para
nanomateriais 2D, somente uma dimensao precisa estar na escala nanométrica. Ja
nanomateriais 3D compreendem materiais tridimensionais que séo constituidos por
uma variedade de nanoestruturas (NERSISYAN et al., 2017). AFigura 1 ilustra os tipos
de nanomateriais. Como exemplos destes tipos podemos citar flores de grafeno no
caso dos nanomateriais 3D (CHENG, Q. et al., 2017), filmes finos no caso de
nanomateriais 2D, nanofibras e nanobastdes no caso de nanomateriais 1D e

nanoparticulas no caso de nanomateriais OD (NERSISYAN et al., 2017).
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Figura 1 - Tipos de nanoparticulas: nanoparticulas (0D), nanobastées (1D), filmes finos (2D)

e estrutura com formato de esfera ramificada (3D - formado por outras
nanoparticulas).

Existem duas abordagens para sintese de nanomateriais: top-down e bottom-
up. A abordagem top-down compreende os métodos que partem de material em
tamanho macroscépico para se conseguir nanomateriais. Um exemplo de método que
faz parte dessa abordagem é o método de gravura (etching, em inglés). Uma
desvantagem dessa abordagem sdo as imperfeigdes superficiais presentes no
material final. Como nanomateriais tem suas propriedades fortemente dependentes
da sua area superficial, isso poderia acarretar em propriedades finais diferentes das
esperadas (CAO; WANG, 2011; ZHAO; LI; ASTRUC, 2013).

A abordagem boftom-up compreende os métodos que partem de uma
construgcao atomo a atomo para se conseguir nanoparticulas, praticamente o caminho
inverso da abordagem top-down. Como exemplo de métodos bottom-up pode-se citar
a deposigao de filmes finos e o crescimento de monocristais. Essa abordagem tem
como vantagens permitir a obtengdo de nanomateriais com menor numero de defeitos
superficiais e com composi¢gdo quimica mais homogénea, se comparada a outra
abordagem (CAO; WANG, 2011). Uma representacao destas duas abordagens pode

ser observada na Figura 2.
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Figura 2 - Representagcio das abordagens top-down e bottom-up para sintese de

nanomateriais.

2.2. Nanoparticulas de ouro

Embora recentemente tenha se tornado muito estudada, as nanoparticulas de
ouro tém sido utilizadas desde a época do império romano. O artefato mais antigo que
se tem conhecimento utilizando essas particulas € o calice de Licurgo, o qual alterava
sua coloracao quando luz era transmitida a partir de seu interior. Inicialmente amarelo-

esverdeado, o calice se tornava avermelhado (Figura 3).

Figura 3 - Calice de Licurgo a) sem fonte de luz em seu interior e b) com luz transmitida a
partir de seu interior. Fonte: The British Museum (2017).
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Essa propriedade otica ocorre devido a presengca de uma liga de AuNPs e
nanoparticulas de prata em meio a matriz vitrea (FREESTONE et al., 2007). Apds o
império romano, a produgao de vidro com coloragao avermelhada foi desaparecendo,
s6 voltando a ativa por volta do século XVII baseada na utilizagao do purpura-de-
Cassio, um precipitado de ouro coloidal e 6xido de estanho (WAGNER et al., 2000).

Apesar da utilizacdo das AuNPs ser tdo antiga, a nogao de que se tratava de
nanoparticulas s6 comegou a ser moldada por Faraday no século XIX. Em seu
trabalho, Faraday chegou a conclusdo de que a coloragdo rubi de uma solugéo
coloidal de ouro era resultado do tamanho diminuto das particulas ali presentes, tao
pequenas que eram incapazes de serem vistas pelos microscopios da época
(THOMPSON, 2007). Somente na década de 1950, um dos mais famosos método de
sintese de AuNPs foi ser desenvolvido por Turkevich, Stevenson e Hillier (1951).

Como pode-se notar, as AUNPs causam fascinio ha um longo tempo. Mas s6
recentemente grandes avangos tem sido feitos com relagcdo a sua producéo, ao
entendimento de suas propriedades e a sua utilizagcdo em diferentes aplicagdes.
Essas nanoparticulas apresentam propriedades unicas, como boa estabilidade,
capacidade de se conjugar com biomoléculas, baixa toxicidade e ressonancia
plasmodnica de superficie localizada (RPSL) (COUTO; VITORINO; DANIEL-DA-SILVA,
2017). Essas propriedades permitem que as AuUNPs possam ser aplicadas ndo s6 em
vidros para coloracdo, como também em carreadores de farmacos, biosensores,
imagem molecular (KONG et al., 2017), nanofluidos solares (TORRES-MENDIETA et
al., 2017), filtros oticos (LEE, J.; LEE, M., 2016), sensores de ions metalicos
(PRIYADARSHINI; PRADHAN, 2017), dentre outras aplicagoes.

A RPSL é uma das caracteristicas mais marcantes das AuNPs (ZHANG;
NOGUEZ, 2008). Um plasmon corresponde a uma vibragéo dos elétrons livres de uma
nanoparticulas metalica. Quando o plasmon ocorre na superficie de um material, seu
nome se altera para plasmon de superficie. Caso esse plasmon de superficie esteja
localizado em particulas que apresentam tamanhos proximos ao tamanho dos
comprimentos de onda da luz visivel, caso das AuNPs, o nome muda para plasmon
de superficie localizado (PSL). Uma vez que luz é incidida em nanoparticulas que
apresentam PSL, as cargas da particula oscilam, com elétrons migrando para um lado
e deixando cargas positivas do outro, produzindo assim o efeito conhecido como
RPSL (MAYER;HAFNER, 2011). A Figura 4 apresenta um exemplo de oscilagdo em
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nanoparticulas e nanobastdes. Ocorrendo essa oscilacdo, os comprimentos de onda
da luz visivel que estdo em fase com essa movimentagéo das cargas sédo absorvidos
pela particula e reemitidos em forma de luz espalhada (MESSERSMITH; NUSZ,;
REED, 2013).

| +* =
EE R +4+ =
i + /
o+ ety
Figura 4 - Representagdo da RPSL em uma nanoparticula esférica (esquerda) e nanobastao

(centro e direita). O nanobastédo apresenta duas formas possiveis de oscilagao.

Como pode-se observar na figura anterior, cada morfologia apresenta um ou
mais tipos de oscilagdes diferentes, logo é razoavel concluir que a RPSL varia em
funcdo da morfologia e do tamanho das particulas. Nanoparticulas de diferentes
formatos ja foram sintetizadas, como esféricas (ANYFANTIS et al., 2015), cubicas
(KALISHWARALAL et al., 2009), triangulares (TANGEYSH et al., 2017), estruturas
ramificadas (GRZELCZAK et al., 2008), bastdes (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003),
dentre outros. Cada um desses formatos apresenta uma RPSL unica, que pode ser
detectada por meio da absorbancia de comprimentos de onda especificos da luz
visivel. A Figura 5 apresenta diferentes formatos e tamanhos de AuNPs e seus

respectivos espectros de absorcéo.
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Exemplos de espectro de absorbancia em fungdo do comprimento de onda (A) de

diferentes tamanhos e diferentes morfologias de AuNPs. Fonte: Cada morfologia
foi adaptada de um trabalho diferente da literatura: nanoesfera (ANYFANTIS et
al., 2015), nanobastao (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003), nanooctaedro (EGUCHI

et al,

2012),

nanoestrela (NEHL; LIAO; HAFNER, 2006) e nanocubo
(KALISHWARALAL et al., 2009).

Observando a figura anterior pode-se notar que cada morfologia apresenta um

espectro de absorg¢ao unico, porém €& possivel que espectros coincidam dependendo

do tamanho das nanoparticulas. Considerando uma sé morfologia, como no caso das

nanoesferas, quanto menor o tamanho das AuNPs, o pico de absorbancia sofre

deslocamento para menores comprimentos de onda (também conhecido como

blueshift). E quanto maior o tamanho das AuNPs, o pico de absorbéancia sofre um

deslocamento para maiores comprimentos de onda (conhecido como red-shift) (LINK;
EL-SAYED, 1999). Portanto, dependendo do tamanho de uma nanoestrela, os picos

podem se deslocar para menores comprimentos de onda e coincidirem com o0s picos

de um nanobastdo, por exemplo. Tanto os formatos como os tamanhos das

nanoparticulas costumam variar com o método de sintese e/ou com a presenga ou

auséncia de determinados reagentes.
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2.2.1. Sintese de AuNPs

Para obter-se AuNPs pode-se seguir tanto a abordagem top-down como a
bottom-up, sendo esta ultima a mais utilizada devido as suas vantagens descritas
anteriormente. Um exemplo de método top-down utilizado na sintese de AuNPs é o
meétodo de ablacdo a laser. Este método consiste na incidéncia de um feixe de laser
sobre uma placa de ouro puro ou sobre particulas de ouro. Ao impactar nas particulas
ou placa o laser promove a ejegao de AuNPs (BINAYMOTLAGH et al., 2016; LEE, J.;
LEE, M., 2016). Esse método apresenta como desvantagens o fato de utilizar
particulas ja prontas de ouro ou placas de ouro puro, que sao custosas. Além disso,
por ser um método top-down a superficie das AuNPs pode apresentar defeitos.

Com relagéo a abordagem boftom-up, o método mais famoso € o método de
Turkevich, Stevenson e Hillier (1951), citado anteriormente. Tal método consiste no
aquecimento de uma solugéo de HAuCls (um de sal de ouro) em presencga de citrato
de sodio, que age como redutor e estabilizante. Uma desvantagem deste método € o
fato de utilizar um agente redutor ou estabilizante. Muitas vezes a presenca desses
compostos pode causar a perda de propriedades do material ou ele simplesmente
pode nao ser util para a aplicacao final.

O método de Brust-Schiffrin também tém sido muito utilizado (BRUST et al.,
1994). Neste método, uma solugdo bifasica de agua e tolueno, um catalisador
(brometo de tetraoctilaménio) e um agente redutor (borohidreto de sdédio), sao
utilizados na obtencao de AuNPs. As desvantagens deste método residem no fato de
utilizar um meio bifasico, agente redutor e catalisador. A presenga de tantos
componentes, além de dificultar a sintese, pode atrapalhar a utilizacdo das AuNPs por
aumentar sua toxicidade, por exemplo.

Outros métodos que valem ser mencionados sao os métodos das sementes,
no qual AuNPs ja prontas (sementes) favorecem o crescimento de outras AuNPs a
partir de sais em solugéo (DONG et al., 2004), e o método da micela invertida, no qual
surfactantes criam micelas invertidas, ou seja, de ponta organica para fora e ponta
inorganica voltada para o centro da micela. No interior dessas micelas ocorre a
reducao do sal de ouro e a AuNP é formada ja presa, limitando seu tamanho (PILENI,
2003). Adesvantagem do método das sementes se deve ao fato de precisar de AUNPs

prontas para iniciar a sintese. Ja no caso do método da micela, uma potencial
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desvantagem pode ser o fato da presenga da micela, pois pode aumentar o tamanho
das AuNPs fazendo elas perderem a capacidade de entrar em células, por exemplo.

Além dos métodos de sintese citados existem muitos outros, porém nenhum
deles afirma conseguir um controle preciso de tamanho, repetindo a distribuicdo de
tamanho de particulas com exatiddo entre duas sinteses, e controle preciso da
morfologia, permitindo produzir todas ou ao menos grande parte das morfologias
conhecidas de AuNPs. Tais fatos somados as desvantagens dos métodos citados nos
motiva a determinar um método de sintese de AuUNPs que cumpra esses objetivos e
supere as desvantagens mencionadas.

Um método que aparenta ser um bom candidato a sintese de AuNPs € o
meétodo de irradiagao a laser, que consiste na irradiagcdo de uma solugao de sal de
ouro por laser em determinados comprimentos de onda. Este método nao utiliza
nenhum surfactante, estabilizante, catalisador ou solvente muito elaborado. Além
disso, o laser € um equipamento que apresenta uma boa precisdo quanto a sua area
de incidéncia, uma boa variedade de comprimentos de onda e um bom controle de

seus muitos parametros, o que pode conferir uma grande variedade de resultados.

2.3. Lasers

A palavra laser € uma sigla em inglés para “amplificacdo de luz por emissao
estimulada de radiagéo”. Ou seja, o laser nada mais é do que um aparato que emite
luz com intensidade amplificada devido a um estimulo. Esse estimulo pode vir da luz
de uma lampada ou da corrente elétrica, por exemplo (CALLISTER; RETHWISCH,
2011).

Atualmente existem 4 tipos de laser disponiveis comercialmente: liquido, de
estado sélido, gasoso e de semicondutor (KANNATEY-ASIBU, 2008). Como este
trabalho utiliza um laser de estado soélido, os demais tipos serdo explicados
brevemente.

O laser gasoso € muito utilizado na industria. Ele apresenta feixes continuos e
pulsados e frequéncias de feixe que variam do ultravioleta ao infravermelho. Estes
lasers usam um meio gasoso como meio ativo, ou seja, os feixes de laser sao
produzidos a partir de um gas quando pulso elétrico € aplicado. Exemplos deste tipo
de laser séo laser He-Ne e laser CO2 (KANNATEY-ASIBU, 2008).
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Lasers liquidos possuem um meio ativo de solugéo de corante orgénico, com o
solvente podendo ser agua ou alcool. Devido a grande quantidade de corantes, esses
lasers podem liberar feixes com frequéncias desde o ultravioleta proximo até o
infravermelho proximo. A fonte de estimulo é a radiagao luminosa. Exemplos de lasers
liquidos s&o o de corante Cumarina e o de corante Rodamina 6G (KANNATEY-ASIBU,
2008).

Lasers de semicondutores, também conhecidos como diodos laser, utilizam um
material semicondutor como meio ativo e corrente elétrica como estimulo para a
formacéo de seu feixe. Este tipo de laser apresenta um tamanho pequeno e baixo
custo de producéo. Laser de GaAs é um exemplo (KANNATEY-ASIBU, 2008).

Lasers de estado solido, cujo tipo € utilizado neste trabalho, apresentam um
cristal isolante ou vidro como matriz hospedeira na qual o meio ativo esta inserido. O
meio ativo se trata de um dopante ou impureza presente nessa matriz. Normalmente
esse dopante se trata de um metal de transicdo ou elemento de terra-rara
(KANNATEY-ASIBU, 2008; CALLISTER; RETHWISCH, 2011). Entre os exemplos
deste tipo de laser podemos citar o laser de rubi e o laser Nd:YAG.

O laser Nd:YAG apresenta uma matriz hospedeira de granada de itrio e
aluminio (YAG, sigla em inglés) enquanto ions de Nd3* substituem ions Y3* e agem
como meio ativo. Este tipo de laser pode produzir tanto feixes de onda continuos como
feixes pulsados. Uma lampada de Xe ou Kr é responsavel pelo estimulo do meio ativo.
Seus usos variam desde cirurgias (com A de 532 nm) e soldagem até processamento
de materiais (com As variados) (KANNATEY-ASIBU, 2008; CALLISTER;
RETHWISCH, 2011).

Com relacao a aplicagdo em processamento de materiais, varios métodos de
abordagem top-down tem sido estudados, como a ablagéo a laser em liquido, a fuséo
a laser em liquido e a fragmentacdo a laser em liquido. Esses métodos tem se
mostrado muito promissores por se mostrarem mais econémicos em alguns aspectos
do que os outros métodos de sintese em coloides. Além disso tém mostrado
produtividades cada vez melhores (GOKCE; AMENDOLA; BARCIKOWSKI, 2017).
Porém, ainda sdo métodos top-down, ou seja, produzem nanoparticulas com mais
defeitos do que um método bottom-up. Um outro método, dessa vez de abordagem
bottom-up, que tem que recentemente chamado atengao por sua capacidade ainda

pouco explorada € o método de irradiacdo a laser. Esse método tem se mostrado
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promissor pela sua sintese sem agentes redutores, estabilizantes ou catalisadores e

ainda apresenta bom potencial para controle de tamanho e morfologia de

nanoparticulas (MOORE TIBBETTS et al., 2016).

Uma vez que a irradiagao a laser foi utilizada neste trabalho, é importante que

o principio de funcionamento de um laser do estado sdlido seja explanado. Um

esquema representando os componentes do laser e seu mecanismo de formacgao de

feixe é apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Representagcio do mecanismo de formagdo do laser. a) Representagdo dos

componentes de um laser Nd:YAG. b) Excitacdo e formacao do féton do laser.
Representacao da alteragao de estado energético dos atomos de Nd c) antes, d)
durante e e), f) e g) apés estimulo pela lampada de Xe. Fonte: Adaptado de

Callister e Rethwisch (2011).

Antes do cristal de Nd:YAG ser iluminado, todos os ions de Nd3* estdo com

seus elétrons em estado nao excitado, ou seja, todos estdo no seu nivel mais baixo

de energia (Figura 6 b) e c)). Apos iluminagao do cristal por uma lampada de Xe, os
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fotons emitidos excitam os elétrons de Nd®* fazendo com eles passem a um estado
mais energético (Figura 6 b) e d)).

Ao decair deste estado mais energético estes elétrons podem seguir dois
caminhos. O primeiro seria um decaimento diretamente para o seu nivel de mais baixa
energia, 0 que nao contribui para o feixe de laser. O segundo seria decair para um
estado intermediario metaestavel e, em seguida, decair deste estado intermediario
para o estado menos energético, originando uma emissao espontanea de féton
(Figura 6 b) e e)). Essa emissao espontanea inicial desencadeia mais emissdes de
outros elétrons decaindo de seu estado metaestavel. Os fétons que s&o emitidos em
paralelo com o eixo central do cristal sao refletidos pelos espelhos totalmente reflexivo
e parcialmente reflexivo (Figura 6 f)), acumulando intensidade pela estimulacao de
novos decaimentos do estado metaestavel, até que, com alta intensidade e colimado,
ele é transmitido pela parede parcialmente reflexiva (Figura 6 g)). Os foétons que néo
se encontram nessa diregao paralela ao eixo central ndo contribuem para o feixe de
laser (CALLISTER; RETHWISCH, 2011).

Como mencionado, o método de irradiagao a laser tém mostrado potencial para
ser um bom método de sintese de AuNPs. Dentre os lasers que se pode utilizar para
tal método, o laser de Nd:YAG é um bom candidato pois com ele pode-se produzir
feixes de onda pulsados e continuos e pode-se alterar diversos parametros, como o
comprimento de onda do feixe (infravermelho, luz visivel e UV), o tempo de pulso, a
frequéncia de repeticdo, o didmetro do feixe, a energia do feixe, dentre outros. Essa
grande variedade de parametros permite que a irradiagao por laser Nd:YAG apresente

potencial para uma sintese de AUNPs com grande variedade de resultados.
2.4. Biopolimeros

Os biopolimeros, embora paregam algo novo, fizeram parte do cotidiano do ser
humano desde muito tempo atras, quica desde o inicio da espécie. Eles sdo definidos
como polimeros produzidos de maneira natural por seres vivos (CHASSENIEUX et
al., 2013) e sao classificados em trés tipos: proteinas, polinucleotideos e
polissacarideos.

Segundo Fried (2014), polissacarideos correspondem a poliéteres derivados

de agucares. Eles tem por fungdo o armazenamento de energia e reforgo estrutural.
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Exemplos de polissacarideos sao celulose, amido e quitina.

Polinucleotideos sao biopolimeros constituidos de monémeros chamados
nucleotideos, que por sua vez sao compostos por fosfato, agucar e uma base organica
heterociclica. Eles sao responsaveis pelo armazenamento e transferéncia de
informacodes e sintese de proteinas. Exemplos desse tipo de biopolimeros sdo DNA e
RNA (FRIED, 2014).

Proteinas séo biopolimeros constituidos de 20 tipos diferentes de aminoacidos,
unidades basicas que compde todas as proteinas. Podem ser divididas em duas
classes: globular e fibrosa. As proteinas globulares tem por fungao regular as reag¢des
quimicas em um organismo, transportar oxigénio, horménios ou medicamentos.
Enquanto isso, as fibrosas apresentam fungdes estruturais, como protecéo e
sustentagdo. Exemplos de proteinas s&o albumina, enzimas, anticorpos e hormonios
(FRIED, 2014).

2.4.1. DNA

O DNA ou acido desoxirribonucleico € um biopolimero que apresenta um
formato de dupla hélice e foi descoberto em 1953 por J. Watson e F. Crick. Por ser um
exemplo de polinucleotideo, cada fita desta dupla hélice é constituida de fosfato,
agucar e base organica, com essas bases podendo ser adenina (A), guanina (G),
timina (T) e citosina (C). As bases de uma fita costumam estar ligadas com as bases
de outra por meio de pontes de hidrogénio e sempre nas combinacbes Acom T e C

com G. AFigura 7 apresenta a dupla hélice e seus constituintes.
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Figura 7 - Representacao de parte de uma dupla hélice de DNA com seus constituintes

fosfato, aglicar e bases A, T,C e G.

A funcgdo principal do DNA, quando em um organismo vivo, € armazenar
informagao genética, porém ele pode apresentar outras fungbes se combinado com
outros materiais (PARK; LAKES, 2007). O DNA pode ser utilizado como molde de
tamanho e morfologia para AuNPs, por exemplo (SONG et al., 2016). As cadeias de
DNA podem ser moldadas em varios formatos, como das letras X e Y. Os ions de ouro
sao complexados nessas cadeias e posteriormente reduzidos, resultando em AuNPs
com os formatos das letras citadas. O DNA em conjunto com as AuNPs também
mostrou uma boa capacidade de entrar em células, podendo assim ser posteriormente
aplicado como como carreador de farmaco ou biossensor (YANG et al., 2014). Yang
et al. (2014) acoplou DNA as AuNPs e as inseriu em meios de cultura celular
juntamente com sal de ouro e um agente redutor. Quanto maior a concentragao de
AuNPs inicial no interior das células, maior a quantidade de AuNPs formada pelo sal
de ouro e agente redutor, pois essas AUNPs agem como sementes e favorecem a sua

nucleacao e crescimento. Com isso péde-se detectar que as células foram capazes
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de absorver as AuNPs conjugadas com DNA e que sua concentragado de absorgéo

pode ser quantificada, caracteristica importante para a aplicacdo como biossensor.

2.4.2. Albumina

A albumina de soro humano (HSA), um tipo de albumina, € a proteina mais
abundante do plasma sanguineo. Ela apresenta como fung¢des regular o pH e a
pressao osmotica da corrente sanguinea. Além disso, ela também é responsavel pelo
carreamento de medicamentos, ions e hormdnios pelo plasma sanguineo (HAWKINS;
DUGAICZYK, 1982).

Ja a albumina de soro bovino (BSA) se apresenta como uma alternativa a HSA
para estudos, devido a seu baixo custo, alta disponibilidade e similaridade de fungao
e estrutura (BINAYMOTLAGH et al., 2016). Ela é constituida de 583 aminoacidos e
tem estrutura helicoidal dividida em trés dominios de a-hélices, hélices nas quais as
cadeias laterais ficam viradas para fora, e cada dominio é subdividido em dois
subdominios (MAJOREK et al., 2012). Dominios sao regides de proteinas capazes de
se enrolar, e consequentemente se tornarem funcionais, mesmo quando nao estao
fazendo parte desta proteina (PETSKO; RINGE, 2004). Esses subdominios sao
regides dos dominios que apresentam aminoacidos ou sequéncia de aminoacidos em
comum (HUANG; KIM; DASS, 2004). A Figura 8 a seguir apresenta um modelo da
proteina BSA com seus dominios, separados por cores, e subdominios, separados

por tons das cores.
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Figura 8 - Representacdo da estrutura de hélices do BSA com seus 3 dominios e
respectivos subdominios. Dominio 1 - Subdominios: vermelho e laranja. Dominio
2 — Subdominios: cor creme e cor creme mais escura. Dominio 3 — Subdominios:
azul claro e azul mais escuro. Fonte: Protein Data Bank (2017).

O BSA quando utilizado em conjunto com as AuNPs assume a fungédo de
carreador (BINAYMOTLAGH et al., 2016). Devido a isso, 0 BSA é uma 6tima proteina
para testes com carreadores de farmacos e biossensores que precisam passar pela

corrente sanguinea.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo principal verificar a viabilidade da sintese de
AuNPs utilizando laser Nd:YAG com comprimento de onda de 532 nm e propor um
mecanismo de sintese.

Os obijetivos especificos séo:

- Influéncia da variagdo de concentragdo do sal de ouro na sintese e na morfologia
das AuNPs;

- Investigar o efeito de biopolimeros na sintese, com o intuito de verificar se ha ou néo

variagdo no tamanho e morfologia das AuNPs.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais utilizados

Os reagentes adquiridos foram utilizados da maneira que foram obtidos
comercialmente, sem quaisquer modificagdes. Foram utilizados neste trabalho acido
tetracloroaurico tri-hidratado (HAuCl4.3H20), fornecido pela Sigma Aldrich com pureza
49%, DNA de salmao, fornecido pela Sigma Aldrich com massa molar de 8x10° g
mol-!, Albumina de soro bovino (BSA), fornecido pela Sigma Aldrich com pureza de
96%, agua ultrapura com resistividade 18,2 MQ/cm obtida pelo sistema de purificagao
Barnstead EasyPure RoDi da Thermo Fisher Scientific, cubeta de quartzo da marca
Hellma de 1 cm de caminho ético, agitador magnético da marca IKA e modelo Topolino,
barra magnética de didametro 0,3 cm e comprimento 0,5 cm da Fisatom, filme plastico
Parafiim M fornecido pela Bemis, célula capilar descartavel modelo DTS1070 da
marca Malvern e laser pulsado Nd:YAG Brilliant B da Quantel Laser com duracgao de
pulso de 5,2 ns, frequéncia de repeticdo de 10 Hz, energia maxima de pulso de 150

mJ, didmetro do feixe de 0,9 cm e comprimento de onda de 532 nm.

4.2. Métodos

4.2.1. Preparo das solugoes

Foram preparadas solugdes estoque de HAuCl4.3H20 4,0x10-3 M, DNA1 g L™’
e BSA 37,8 g L' utilizando H20 ultrapura. As amostras foram preparadas a partir de
diluicdes dessas solugdes estoque conforme a Tabela 1 a seguir. (Obs.: Amostra TV1

altera seu nome para TC2 apods testes com amostras TV1, TV2 e TV3).
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Tabela 1 — Amostras utilizadas neste trabalho, suas concentragoes e volumes.
Amostra Concentragéao Concentracdo DNA Concentracéo Volume da
HAuUCI4.3H20 [mol LY]  de salm&o [mg L] BSA [g LY amostra [mL]

2,54x10+
2,54x104 = =
2,54x10+ - z
2,54x10° = =
2,54x10+ = =
2,54x103 - -
2,54x10+ 60 =
2,54x104 = 1,89

e e N e S N I N

4.2.2. Irradiacao das solucoes

Cada uma dessas amostras foi colocada sob agitacdo utilizando barra
magnética no interior da cubeta e agitador magnético. Simultdneo a agitacao, foi
incidido feixe de laser com A de 532 nm por 4h (tempo considerando pulsos e seus

intervalos), conforme esquema representado na Figura 9 a seguir.

Filme plastico—— Filme plastico——
Cubeta de Cubeta de
Quartzo Quartzo
HAudl, AuNPs
ou = 4h ou
HACl, o+ 1= S | AuNPs +
biopolimero biopolimero )
C ]
Barra j Barra j
magnética magnética
Figura 9 - Diagrama esquematico do processo de sintese das AuNPs por irradiagao a laser

com A de 532 nm por 4 h.
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4.3. Caracterizacao das amostras

4.3.1. Espectrofotometria UV-Visivel

A espectrofotometria UV-visivel ou espectrofotometria UV-Vis € um método de
caracterizagao que se baseia na irradiagao de um feixe luminoso monocromatico de
comprimento de onda variavel sobre amostra e referéncia. Ao passar pela amostra,
os fotons do feixe luminoso em determinados comprimentos de onda sao absorvidos
e excitam os elétrons fazendo com que saiam de um estado de baixa energia para um
estado de alta energia. O detector do equipamento € capaz de determinar quais
comprimentos de onda foram absorvidos pela amostra e quais ndao foram absorvidos
por meio de comparagao com os comprimentos de onda que foram absorvidos pela
referéncia (OWEN, 2000).

As medidas de espectrofotometria das amostras foram realizadas antes,
durante e apdés o periodo de 4 h mencionado na se¢dao de métodos. Elas foram
realizadas com as amostras dentro das cubetas de quartzo pelo espectrofotdmetro
UV-Vis de feixe duplo da marca Shimadzu, modelo UV-2550. As referéncias eram
compostas de cubetas de quartzo de mesma marca e modelo preenchidas apenas
pelo solvente, agua ultrapura.

Essa caracterizacao teve por objetivo determinar se houve formacgao de AuNPs
apos irradiagao por meio da comparacgao dos espectros de absorcao das amostras

antes de serem irradiadas e apds serem irradiadas por varios intervalos de tempo.
4.3.2. Espalhamento Dinamico de Luz (EDL)

A técnica de caracterizacdo conhecida por espalhamento dinamico de luz
consiste na analise da variagao de energia de um feixe de laser que ¢ incidido sobre
uma amostra. Dependendo do tamanho das particulas, diferentes tipos de
espalhamento podem ocorrer com o feixe incidido variando assim sua energia. O
espalhamento Rayleigh ocorre em particulas que apresentam tamanhos de até 1/10
do comprimento de onda incidido. Neste caso as particulas promovem um
espalhamento de luz elastico, para todas as direcbes com a mesma energia do feixe
incidente. Ja no caso de particulas maiores do que 1/10 do comprimento de onda
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incidido, ocorre o espalhamento Mie, um espalhamento inelastico, no qual a energia
dos feixes espalhados é diferente da energia do feixe incidente (FAN; ZHENG; SINGH,
2014; BHATTACHARJEE, 2016).

O EDL foi utilizado neste trabalho para determinagcao do tamanho das AuNPs
apo6s confirmada a formagado das mesmas por espectrofotometria UV-Vis. Também
foram analisadas as variagbes de tamanho das AUNPs das amostras com o passar do
tempo, de forma a averiguar sua estabilidade. Essas analises foram realizadas por
equipamento Zetasizer Nano-ZS da marca Malvern, operando com laser de He-Ne
com comprimento de onda 633 nm, angulo fixo de 173°, temperatura de 25 °C e

adquirindo 10 medidas.

4.3.3. Potencial Zeta (P2)

Quando uma nanoparticula € dispersa em solugcdo, uma dupla camada elétrica
(DCE) é formada. Essa dupla camada elétrica € formada por ions que apresentam
carga oposta a carga da nanoparticula (camada de Stern) e por uma camada mais
exterior formada por ions de ambas as cargas (camada Difusa). Quando campo
elétrico e aplicado sobre a amostra, as nanoparticulas se movem na direcdo do
eletrodo de carga oposta a ela. A interface entre nanoparticula e o meio, ao se mover,
se da em um plano chamado plano de escorregamento, localizado entre a camada de
Stern e a camada difusa. O potencial neste plano de cisalhamento é conhecido por
potencial zeta.

O valor do potencial zeta varia de acordo com a estabilidade da nanoparticula.
Portanto, a determinacdo desse parametro € importante para se verificar o quao
estavel é a solucao coloidal. Independente do sinal, quanto maior o modulo do valor
de potencial zeta, maior a estabilidade da nanoparticula naquela solugao
(BHATTACHARJEE, 2016).

A anadlise de potencial zeta foi realizada com célula capilar descartavel
DTS1070 da marca Malvern no equipamento Zetasizer Nano-ZS também da marca
Malvern, voltagem maxima de £ 160 V, temperatura de 25 °C e adquirindo 10 medidas.
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4.3.4. Microscopia eletrébnica de transmissao (MET) e

Difragao de elétrons de area selecionada (DEAS)

A microscopia eletronica, desde seu surgimento, se mostrou uma alternativa
para ultrapassar os limites da microscopia 6tica. Enquanto a microscopia o6tica se
baseava no uso da luz visivel, que apresenta um limite de comprimento de onda, a
microscopia eletrbnica utiliza elétrons acelerados para observar uma amostra.
Quando acelerados, os elétrons podem se comportar como onda, apresentando
comprimentos de onda menores do que a luz visivel, o que produz uma maior
resolugdo (CALLISTER; RETHWISCH, 2011).

Dentre os tipos de microscopia eletronica, temos a microscopia eletrénica de
transmissao (MET), que se baseia na irradiagdo de um feixe de elétrons sobre uma
amostra, geralmente fina e de pequena dimensao, pois materiais solidos apresentam
alta absortividade de feixe de elétrons (CALLISTER; RETHWISCH, 2011). Ainteracao
entre o feixe e a amostra produz particulas carregadas e fétons. Atravées da deteccéo
destes produtos é possivel a obtencdo das imagens de MET e DEAS (GOODHEW;
HUMPHREYS; BEANLAND, 2000).

As duas analises, MET e DEAS, foram realizadas com as AuNPs formadas por
cada amostra com objetivo de observar o tamanho das particulas, sua morfologia e
sua estrutura cristalina. Os porta amostras de grade de cobre revestida com carbono,
da marca Electron Microscopy Sciences e modelo CF-200 Cu, foram molhados com
as solugdes de AuNPs sintetizadas por meio de micropipetas. Em seguida os porta
amostras foram colocados em dessecadores por 24 h a temperatura ambiente para
evaporagao do solvente. Apos esse tempo o material foi analisado. As imagens de
MET obtidas foram realizadas no modo STEM (sigla em inglés para Microscopia
eletrdnica de varredura por transmisséo). O microscopio eletronico de transmisséo
utilizado era da marca FEI e de modelo TECNAI G2-F20, e operava com tensao de
200 kV.

4.3.5. Espectrometria de massa (EM)

A Espectrometria de massa é um método analitico que se baseia na ionizagao
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de compostos e posterior deteccdo destes compostos e seus produtos. Essa
ionizagdo ocorre, por exemplo, por ionizacdo eletrébnica (DE HOFFMANN;
STROOBANT, 2007).

Um elétron entra em contato com o composto a ser analisado e este forma um
ion molecular. Este ion molecular pode se fragmentar na forma de ion com numero
par de elétrons e um radical ou em ion com numero impar de elétrons e uma molécula.
Cada um desses ions oriundos da fragmentagcdo também podem sofrer sua propria
fragmentagao. Os ions produzidos sao separados pelo espectrdmetro de massa pela
sua razdo massa-carga e sao detectados de acordo com sua quantidade, formando
assim um espectro de massas, grafico de barras no qual o eixo y corresponde a
abundancia relativa de um composto e o eixo x corresponde a razao massa carga (DE
HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Essa analise pode ser aplicada em varias areas, como bioquimica, controle de
poluicdo, ciéncias forenses e monitoramento de processos. Neste trabalho esse
método analitico foi utilizado para detectar os possiveis gases formados durante a
sintese das AuNPs, assim auxiliando esclarecer o mecanismo de formagado das
nanoparticulas. O equipamento utilizado era do modelo Omnistar GSD 320 da marca

Pfeiffer Vacuum.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As AuNPs foram obtidas via fotoquimica irradiando-se solugcbes aquosas de
diferentes concentracées HAuUCI4.3H20. Para irradiacdo utilizou-se um laser de
Nd:YAG com A de 532 nm. Os resultados sao apresentados discutindo-se os efeitos
das condi¢des experimentais, como influéncia do volume irradiado, concentragdo do
sal de ouro e tempo de irradiagéo, na morfologia e no tamanho das nanoparticulas

sintetizadas.

5.1. Sintese de AuNPs a partir de solugcao de HAuCl..
3H.0

5.1.1. Efeito do volume da solucao irradiada na formagao
de AuNPs

Inicialmente foram realizadas as sinteses utilizando amostras constituidas de
solugdo de HAuCI4.3H20. O primeiro teste teve por objetivo determinar o volume de
solugdo mais adequado para a geragao das AuNPs. Foram preparadas trés amostras,
TV1, TV2 e TV3 e estas foram irradiadas por laser com A de 532 nm por 20 min. Apos
a irradiacao as trés amostras foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis e seus
espectros de absorgédo sao apresentados na Figura 10. Observou-se para todas as
amostrar a formagao de uma banda de absorcao plasmoénica centrada em 520 nm

referente as AuNPs.
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Figura 10 - Espectro de absorgao das amostras TV1, TV2 e TV3 apés irradiagédo por laser com A
de 532 nm por 20 min.

Ao observar o espectro de absor¢cao pode-se notar que a curva referente a
amostra de volume de 1 mL apresentou uma maior absorbancia em comparacgao as
outras duas amostras. Uma maior absorbancia indica a formagao de um maior numero
de AuNPs (ANYFANTIS et al., 2015). A explicagao para o volume de 1 mL apresentar
o melhor resultado advém do tamanho da cubeta na qual a solugao fica contida
durante a irradiacao e do didmetro do feixe de laser. Devido ao tamanho diminuto do
recipiente e agitagéo limitada pelo pequeno tamanho da barra magnética, solugdes de
volumes maiores que 1mL provavelmente ndo sdo bem homogeneizadas. O tamanho
do feixe de laser por ser menor do que 1 cm também contribui para esse resultado.

Porém é valido ressaltar que com recipientes de formatos diferentes, maior
diametro de feixe de laser ou simplesmente com maior tempo de irradiagdo as
amostras TV2 e TV3 poderiam apresentar picos de absorbancia tdo destacados

quanto o da amostra TV1.
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5.1.2. Efeito da concentracao da solucao na formacao de
AuNPs

Trés concentragcbes diferentes de acido tetracloroaurico também foram
testadas. A amostra TC1 apresentou concentragdo de 2,54x10-° mol L', a amostra
TC2 apresentou concentragdo de 2,54x10* mol L' e a amostra TC3 apresentou
concentragéo de 2,54x10-3 mol L-'. Estas amostras foram irradiadas por 4 h com laser

com A de 532 nm e o espectro de absorgao resultante pode ser visto na Figura 11.
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Figura 11 - Espectro de absorgcdo das amostras TC1, TC2 e TC3 apods irradiagao por laser

com A de 532 nm por 20 min.

Apo6s 4h de irradiacdo nota-se a formacgao de picos ou inicio de picos por volta
de 520 nm, o que comprova a formagao de AuNPs (BINAYMOTLAGH et al., 2016;
LEE, J.;,LEE, M., 2016; SONG et al., 2016). Os picos apresentam maior absorbancia
e se tornam mais destacados a medida que a concentracido aumenta, indicando a
formacao de um maior numero de AuNPs (ANYFANTIS et al., 2015).
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Com relagao a coloragcdo das amostras, uma mudancga de cores para um tom
roseo/avermelhado é caracteristico da formagdo de AuNPs (BINAYMOTLAGH et al.,
2016; LEE, J.; LEE, M., 2016). Nota-se que as amostras TC2 e TC3 apresentaram
essa alteracdo na coloragédo, enquanto no caso de TC1 essa alteracdo é quase
imperceptivel a olho nu. Isso ocorre devido a concentragdo mais baixa desta amostra,
o0 que resulta em menor nimero de AuNPs formadas. E possivel notar também que a
coloracédo de TC3 é mais forte do que TC2, o que também corresponde a um maior
numero de AuNPs formadas.

As solucgdes coloidais TC1, TC2 e TC3 foram analisadas por EDL com o objetivo
de determinar se ha influéncia da concentracdo na distribuicdo de tamanho das
AUNPs. A Figura 12 apresenta a distribuicado de tamanho de particulas de cada uma

dessas amostras.
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Figura 12 - Distribuicao de tamanhos das AuNPs formadas pelas amostras a) TC1, b) TC2 e

c) TC3 apés irradiagao por laser com A de 532 nm por 4 h.
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Observa-se que as distribuigdes sdo monomodais e que a amostra TC1, de
menor concentragdo de sal de ouro, apresentou formagcdo de AuNPs de menor
tamanho. O tamanho médio das AuNPs de TC1 foi de 6,50 + 2,58 nm. Enquanto isso,
para a amostra TC2 esse valor é de 8,72 £ 0,80 nm e para a amostra TC3 esse valor
e de 11,70 £ 3,46 nm. Com isso pode-se sugerir que quanto mais baixa a concentragéo
de sal de ouro na solugdo menor o tamanho das nanoparticulas obtidas, fato também
observado por Anyfantis et al. (2015).

Os tamanhos de AuNPs obtidos com a metodologia apresentada neste trabalho
sao comparaveis aos tamanhos presentes na literatura. Turkevich, Stevenson e Hillier
(1951) conseguiram sintetizar AUNPs de tamanhos préximos a 10 nm enquanto Tetsu,
Mizuki e Toyoki (1997) conseguiram sintetizar AUNPs de tamanhos entre 2 e 10 nm e
em ambos os trabalhos estabilizantes foram utilizados. Ja neste trabalho conseguiu-
se tamanhos similares sem a utilizagado de estabilizantes. Os tamanhos de particula
obtidos neste trabalho também sao similares aos tamanhos reportados via ablacéao a
laser por Binaymotlagh et al. (2016) e via irradiagdo em 790 nm com laser Ti:Safira
por Moore Tlibbetts et al. (2016), o que prova que irradiagéo por laser em 532 nm é
um método funcional para a produgao de AuNPs.

A Figura 13 apresenta as imagens de MET das AuNPs preparadas em

diferentes concentracdes e suas respectivas distribuicdbes de tamanho.
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Figura 13 - Microscopias obtidas por MET de a) TC1, c) TC2 e e) TC3 e suas respectivas
distribuicées de tamanho de particulas b), d) e f). O destaque na parte a) se refere
as particulas fundidas.

Observa-se por meio das imagens obtidas de TC1 (Figura 13 a)), TC2 (Figura
13 c)), e TC3 (Figura 13 €)) que em todas as amostras as nanoparticulas apresentam
uma tendéncia de se agrupar, porém em TC1 aparenta existir particulas que sofreram
fusdo (Figura 13 a) em destaque), fato também relatado por Moore Tibbetts et al.
(2016). Segundo Chin e Lagacé (1996), como ocorre a formagao de plasma devido a
irradiacdo a laser com A de 532 nm (CHIN;LAGACE, 1996), o calor desse plasma pode
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ser o responsavel por essa fusdo. Uma menor concentragdo de reagente leva a uma
menor quantidade de compostos, seja reagentes ou AuNPs ja formadas, para
absorver esse calor, portanto as AuNPs podem ter sofrido um aquecimento mais
intenso nessa amostra. Porém, é valido notar que em sua vasta maioria as
nanoparticulas se apresentam nao fundidas e ndo aglomeradas.

Os tamanhos das nanoparticulas foram aferidos com auxilio do programa
Imaged e seguiram o padréo observado via EDL. Quanto maior a concentragéo, maior
o tamanho médio. Esses tamanhos médios foram de 4,43 nm, 6,90 nm e 22,38 nm
para as amostras TC1, TC2 e TC3, respectivamente. Esses tamanhos de
nanoparticulas podem ser utilizados em aplicagbes como carreamento de farmacos,
por exemplo (BALOGH et al., 2007; CHENG Y. et al., 2008). Quanto a morfologia,
nota-se que na amostra TC3 nao existem apenas esferas, o que ja era esperado, pois
concentracdes mais altas de sais de ouro costumam apresentar esse comportamento
quando AuNPs sao formadas (ANYFANTIS et al., 2015).

A analise de DEAS foi realizada nas amostras TC1, TC2 e TC3 e as imagens

resultantes podem ser observadas na Figura 14.
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Figura 14 - Imagens de DEAS das amostras a) TC1, b) TC2 e ¢) TC3 e seus respectivos planos
cristalinos correspondentes.
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Nesta analise, cada anel formado por pontos brilhantes corresponde a um plano
cristalino. Quanto mais pontos em um anel, mais cristais apresentam aquela mesma
orientagao (TOWE, 1985). Porém, é importante notar que dependendo da distribuigédo
das particulas no porta amostra e dependendo da area onde a analise foi feita podem
haver poucas particulas, o que resulta em poucos pontos brilhantes. Nao significando,
portanto, que a amostra é amorfa. E exatamente isso que ocorreu com a amostra TC2,
como foi visto nas imagens de MET. TC1 apresentou muitas particulas préximas umas
das outras. J&4 TC3 apresentou poucas particulas, porém essas particulas eram
maiores, resultando em um sinal mais forte.

Os anéis que puderam ser identificados com ajuda do programa ImageJ foram
medidos e seus valores convertidos em valores de distancia interplanar (dn«) que por
sua vez foram comparados com os valores dnk do cartdo JCPDS n° 04-0784 do ouro
de estrutura cristalina cubica de face centrada (CFC). Como os valores de dnx foram
préximos ao do ouro catalogado, pdde-se identificar a quais planos cada anel
correspondia (ZHANG et al., 2017). Uma vez que existem no minimo 4 planos em
comum entre cada amostra e o ouro CFC, pode-se confirmar que as AuNPs
sintetizadas em TC1, TC2 e TC3 apresentaram estrutura cristalina CFC, que € o tipo
de estrutura cristalina mais energeticamente estavel no caso de nanoparticulas de
ouro (SHIM et al., 2003; CALLISTER; RETHWISCH, 2011).

A estabilidade das AuNPs sintetizadas pela amostra TC2 foi avaliada através
da variagao de seu tamanho e de seu potencial zeta com o passar do tempo. Essa
amostra foi escolhida dentre as 3 concentracbes estudadas por apresentar a
concentracao intermediaria se comparada as outras duas. A amostra foi estocada no
escuro e sob refrigeracdo em temperatura de aproximadamente 4°C. A variagao do
tamanho e do potencial zeta das AUNPs com o passar do tempo pode ser observada

na Figura 15.
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Figura 15 - Variagao de tamanho e de PZ das AuNPs produzidas pela amostra TC2 ao longo

do tempo com estocagem no escuro e sob refrigeragao a 4°C.

Ao observar a figura anterior, nota-se que o tamanho médio das AuNPs se
manteve constante até 24 h apds sua sintese. Apdés 1 semana o tamanho da maior
parte das particulas passou de aproximadamente 8,72 + 0,80 nm para
aproximadamente 13,50 £ 0,51 nm e assim se manteve até 28 dias de estocagem
(aproximadamente 1 més).

A variagao do tamanho das AuNPs pode ser explicada pela variagao do seu
préprio PZ. Quanto mais o valor de PZ se afasta de 0 mV, seja em dire¢ao positiva ou
negativa, mais estavel sdo as nanoparticulas (BHATTACHARJEE, 2016). O aumento
de tamanho das AuNPs apo6s 1 semana € acompanhado de uma aproximacgao de O
mV do valor de PZ, partindo de aproximadamente -10 mV para aproximadamente -7
mV, ou seja, quando as AuNPs se apresentaram menos estaveis, seu tamanho
aumentou. Em seguida os valores de PZ se afastaram de 0 mV e com isso ndo houve
outro aumento de tamanho das AuNPs.

Balasubramanian et al. (2010) pesquisou sobre a estabilidade das AUNPs com

relacdo ao seu tamanho. Em seu trabalho, no qual analisa AuNPs estabilizadas por
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citrato de sodio, as AuNPs apresentaram um mesmo tamanho de 20 nm por até 20
dias. E esperado que as AuNPs com algum estabilizante mantenham o seu tamanho
inicial por maior tempo se comparado ao tamanho das AuNPs obtidas pela amostra
TC2, que ndo contém estabilizante. Atingir uma estabilidade entre 1 semana e 4
semanas com tamanho aproximado por volta de 13 nm e sem estabilizantes € algo

destacavel.

5.2. Mecanismo de sintese para formacao de AuNPs

via irradiacao laser com A de 532 nm

A sintese das nanoparticulas de ouro foi realizada por meio de irradiacao das
amostras com laser Nd:YAG com A de 532 nm. O mecanismo de formacéo das AuNPs
pode ser explicado pela interagao entre o feixe de laser com o acido tetracloroaurico
€ com a agua.

Chin e Lagacé (1996) afirmam que a irradiagcao proveniente de laser Nd:YAG
com A de 532 nm em agua pode gerar plasma, nas condigdes de duragéo de pulso de
5 ns, frequéncia de repeticdo de 10 Hz e energia de pulso de 10 mJ. Tais condi¢des
sao semelhantes as utilizadas nos experimentos descritos neste trabalho. A formagao
do plasma, que por sua vez leva a quebra das moléculas de H20 em radicais livres,
presentes na Equacdo 1 (CHIN;LAGACE, 1996). Esses produtos posteriormente se
recombinam (Equacao 2). Devido a presenga do plasma, o H202 resultante dessa

recombinacao pode se dissociar em H20 e Oa.

nhy
6H,0 — 8H + 20" + 40H (1)
8H + 20 + 40H - 4H, + 0, + 2H,0, (2)

Moore Tibbetts et al. (2016) também fizeram experimentos com irradiagéo a
laser, porém seu laser era de Ti:Safira com A de 790 nm, duragao de pulso de 35 fs,
frequéncia de repeticdo de 1 kHz e energia de pulso de 5 mJ. Em seu trabalho sao
descritos mecanismos de quebra da molécula de agua e também de reducédo do
HAuCls. O mecanismo de quebra das moléculas de agua esta presente nas Equacoes
3, 4 e 5. O mecanismo proposto segue basicamente o que havia sido descrito por Chin

e Lagacé (1996), no que diz respeito a formacéao de radicais livres e H20o.
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nhv

H,0 — egy + H* + OH (3)
nhv

H,0 — H + OH’ (4)

20H - H,0, (5)

Com relagé&o aos mecanismos de reducao do ouro, Moore Tibbetts et al. (2016)
apresentam 4 reagdes diferentes: a) fotdlise direta do [AuCIx(OH)sx]" pelos fétons do
laser (Equacéao 6); b) redugéo auto catalitica de [AuCl4]" por H202 oriundo da fotdlise
da agua na presencga de superficie de Au (Equacgao 7); c) reducao de [AuCIx(OH)sx]
por radicais livres (Equagéao 8); d) reducao de [AuCIx(OH)s-x]" por elétrons hidratados

(Equacéo 9) oriundos da fotdlise da agua.

h —
[AuCL (OH) 4]~ — Au(0) +%Cl, + =2H,0, + e (6)
[AUCL,]™ + 2 Hy05 + Aty > Aty + 20, + 3HCL+ CI- (7)

[AuCl,(OH)4_, ]~ +3H - Au(0)+xCl- + (4—x)OH™ +3H™ (8)
[AuCl,,(OH)4—x]™ +3eqq = Au(0) + xCl™ + (4 —x )OH~ (9)

Considerando os dois trabalhos de Chin e Lagacé (1996) e de Moore Tibbetts
et al. (2016), propbe-se que as reacdes presentes nas Equacgdes 10, 11, 12 e 13
representem o mecanismo de quebra da molécula de H20 quando se irradia essa
molécula na presenga de HAuCls com laser Nd:YAG com A de 532 nm. Essas reagdes
sao propostas considerando que o plasma € o responsavel pela quebra das moléculas
de H202, podendo gerar radicais livres que se recombinam tanto em H202 quanto em

H2, e pela quebra da molécula de H202 gerando O2 e H20.

nhv

H,0 — egy + H* + OH (10)
nhv

H,0 — H + OH (11)

2H + 20H - H, + H,0, (12)
plasma 1

De forma a confirmar se ocorre realmente a formacao de Hz e Oz nas reacoes
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propostas, uma amostra TC2 foi preparada e foi analisada por espectrometria de
massa. Escolheu-se a amostra TC2 por essa produzir uma quantidade mediana de
AuNPs dentre as concentragdes analisadas, de acordo com a espectrofotometria UV-
Vis. Essa amostra teve N2 injetado no interior da cubeta por 20 min antes do processo
de irradiagao por laser para retirada do ar atmosférico. A retirada do ar auxilia na
visualizagdo de pequenas quantidades de Oz produzidas, pois o ar atmosférico ja é
rico em Oz2 e isso poderia mascarar o sinal de formacao de mais moléculas desse gas.

O espectro de massas obtido apds analise esta representado na Figura 16.
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Figura 16 - Espectro de massa da amostra TC2. a) Aproximagao para massa atomica do H..

b) Aproximagéao para a massa atomica do O-. ¢) Aproximagao para massa atomica
correspondente ao Cl..

Na Figura 16 a) e b), observa-se pelos espectros que as quantidades de H:2
(massa atdmica 2 u) (NIST, 2017a) e Oz (massa atdbmica 32 u) (NIST, 2017b) tiveram
um aumento. Este resultado indica a possibilidade do mecanismo proposto de quebra
das moléculas de agua.

Com relagdo aos mecanismos de redugao do Au, propde-se que ocorram as
reacoes presentes nas Equacgdes 6, 7, 8, 9. Ao observar a Figura 16 c¢) nota-se que

50
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nao ha tracos de Cl2 presentes no espectro por volta de 35 u (NIST, 2017c) (Obs.: Os
picos referentes a Cl2 podem ser observados em 35 u e 70 u), porém néo se pode
afirmar que nao haja a formacgéo deste composto. Como a quantidade de soluto (sal
de ouro) é muito pequena comparada a quantidade de solvente (agua), o Cl2

produzido pode nao ter sido detectado por estar em pequenas quantidades.

5.3. Efeito da presenca de biopolimeros na solucao

durante a formacao das AuNPs

As irradiacbes na presenca de biopolimeros foram realizadas utilizando
concentragdo de HAuCIls.3H20 de 2,54x10* mol L' correspondente a amostra TC2.
Essa concentragao foi escolhida por apresentar formacao de quantidade mediana de
AuNPs dentre as diferentes concentragdes investigadas. Além disso esta foi a amostra
cujas particulas nao apresentaram fusao ou diferentes morfologias.

Os biopolimeros selecionados para os experimentos foram DNA e BSA. O DNA
foi escolhido devido a sua ampla variedade de aplicagdes, podendo atuar como molde
para o crescimento de nanoestruturas (SONG et al.,, 2016) e como carreador de
farmacos quando acoplado a AuNPs (HURST; LYTTON-JEAN; MIRKIN, 2006). Ja a
BSA foi escolhida por ser comumente utilizada em testes devido a sua similaridade
com a albumina de soro humano (HSA), responsavel pelo transporte de
medicamentos pelo plasma sanguineo (BINAYMOTLAGH et al., 2016).

5.3.1. Sintese de AuNPs na presenga de DNA

Duas amostras DNAAu contendo sal de ouro foram preparadas, uma para
controle e outra destinada aos experimentos de sintese das nanoparticulas. A solugao
de controle foi estocada na auséncia de luz e seus espectros de absorgdo foram
medidos em intervalos de tempo determinados, de modo a se assegurar que nao
estivesse ocorrendo reagcado espontanea entre o DNA e os ions de ouro. A Figura 17

apresenta os espectros da solugao controle em diferentes tempos.
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Figura 17 - Espectro de absor¢cao da amostra DNAAu apdés preparo e sem passar por

irradiagao a laser.

Pode ser observado por esses espectros de absorcdo que mesmo apds uma
semana nao houve aparecimento da banda plasménica referente as AuNPs, ou seja,
nao houve formagao de nanoparticulas.

Por outro lado, a solugado DNAAu com sais de ouro que foi irradiada com laser
Nd:YAG em 532 nm apresentou em fungdao do tempo um aumento da absor¢ao da
banda plasménica atribuida a formagdo das AuNPs (BINAYMOTLAGH et al., 2016;
LEE, J.; LEE, M., 2016; SONG et al., 2016) conforme apresentado na Figura 18.
Ocorreram também mudancas de coloragao para résea/avermelhada, caracteristica
da formacao de AuNPs (BINAYMOTLAGH et al., 2016; LEE, J. ; LEE, M., 2016).
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Figura 18 - Espectro de absorgcdo da amostra DNAAu apos preparo e apds irradiagao por

laser Nd:YAG com A de 532 nm por diferentes intervalos de tempo.

5.3.2. Caracterizacao das AuNPs sintetizadas na presenca
de DNA

A distribuicdo de tamanhos das AuNPs formadas foram determinadas
inicialmente pela analise de EDL na amostra DNAAu apés irradiagdo com laser 532
nm por 4 h. Esse tempo foi escolhido por ter apresentado maior absorbancia no
espectro de absorgao, o que significa que um maior numero de AuNPs foi formada

neste tempo. As distribuigbes de tamanho s&o apresentadas na Figura 19.
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Figura 19 - Distribuicdo do tamanho das AuNPs formadas pela amostra DNAAu apés
irradiagao por laser com A de 532 nm por 4 h.

As AuNPs sintetizadas a partir da solugdo contendo DNA e sais de ouro
apresentaram tamanhos entre 5 nm e 30 nm. O tamanho médio das particulas foi de
8,72 £ 1,72 nm, tamanho comparavel ao das AuNPs obtidas por Tetsu, Mizuki e Toyoki
(1997), que utilizam o 3-mercapto propionato como estabilizante e citrato de sodio
como agente redutor.

Vale ressaltar que as cadeias de DNA utilizadas n&do apresentavam qualquer
modificacdo favoravel a estabilizacdo das nanoparticulas, como formatos especificos
que auxiliam no aprisionamento das AuNPs (SONG et al., 2016) ou presenca de
grupos funcionais que apresentam afinidade com o ouro, como o grupo -SH (LI et al.,
2002). Portanto acredita-se que ao fazer testes com DNA com formatos especificos
ou com grupos funcionais com afinidade ao Au seja possivel obter tamanhos menores
de AuNPs.

A solucao de sal de ouro contendo DNA, apdés irradiada por 4 h em laser com
A de 532 nm, foi submetida a analise por microscopia eletrénica de transmissao. As
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imagens resultantes dessa caracterizacdo estao presentes na Figura 20 a) e b)

juntamente com uma distribuicdo de tamanho das AuNPs da Figura b) na Figura 20

c).
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Figura 20 - Imagens obtidas via MET das AuNPs sintetizadas pela amostra DNAAu apés

irradiagdo por laser com A de 532 nm por 4 h. A imagem contém duas
magnificagoes diferentes em a) e b) e a distribuicao do tamanho de particulas em
c), referente a figura b). Os pontos brilhantes representam as AuNPs. Ja a massa
mais clara representa o DNA.

Ao observarmos as imagens obtidas por MET nota-se que as nanoparticulas
apresentaram uma morfologia esférica e uma tendéncia a se agruparem, porém
mantendo suas individualidades.

Além disso pode-se notar também que existem AuNPs presentes tanto dentro

quanto fora do DNA. Como mencionado na discussido do EDL desta amostra, caso o
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DNA tivesse alguma forma especifica ou alguma terminagdo com afinidade pelo Au,
provavelmente as AuNPs estariam todas no interior e nas bordas do DNA (LI et al.,
2002; SONG et al., 2016).

Com relagao ao tamanho das AuNPs, nota-se que o valor determinado a partir
da analise das particulas presentes na Figura 20 c) pelo programa ImagedJ apresenta
um valor de aproximadamente 6 nm, menor do que o valor apresentado na medida
por EDL. Isso pode ocorrer pois quando em solugdo as nanoparticulas apresentam
moléculas de agua, ions e outras moléculas ao seu redor. O EDL é capaz de medir
aproximadamente o raio hidrodindmico, ou seja, o raio da nanoparticula somado ao
dessa camada de agual/ions/moléculas que se forma ao seu redor
(BHATTACHARJEE, 2016). Portanto a medicdo do tamanho de particulas por MET
apresenta um valor mais proximo do real.

As AuNPs obtidas pela amostra DNAAu também foram analisadas por meio de
difracido de elétrons de area selecionada, no intuito de determinar a estrutura cristalina
da amostra. A imagem correspondente a essa analise pode ser visualizada na Figura
21.

~

£(111)

b 'AK\(311)

(331)

————5.00 1/nm

Figura 21 - Imagem obtida por DEAS das AuNPs obtidas pela amostra DNAAu apés
irradiagao por laser com A de 532 nm por 4 h.
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Os anéis presentes na figura tiveram seus diametros aferidos e seus valores
convertidos para valores de dnki. Esses valores dnk foram comparados com os valores
presentes no cartdo JCPDS n° 04-0784 e em seguida foram associados aos planos
cristalinos correspondentes. Nota-se que nas AuNPs da amostra DNAAu pode-se
identificar 5 planos diferentes, todos correspondendo ao ouro CFC. Portanto a
estrutura cristalina das AuNPs dessa amostra é cubica de face centrada.

A estabilidade foi avaliada a partir da variagdo do tamanho e do potencial zeta
das nanoparticulas produzidas pela amostra DNAAu com o passar do tempo. A
amostra foi estocada sem iluminagéo e sob refrigeragdo em temperatura aproximada
de 4 °C. Por meio de EDL e PZ os tamanhos das particulas e os seus respectivos
potenciais zeta foram aferidos apds determinados intervalos de tempo e os dados séo

apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Variacao de tamanho e do PZ das AuNPs produzidas pela amostra DNAAu ao
longo do tempo com estocagem no escuro e sob refrigeragao a 4°C.

Ao observar a variagao do tamanho das nanoparticulas vé-se que a mesma se

mantem com tamanho préximo de 9 nm por até 1 semana. Apds 1 semana o tamanho
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sofre um aumento e s se estabiliza novamente na terceira semana, com valor de
tamanho aproximado de 12 nm. Ou seja, pode-se afirmar que as nanoparticulas ficam
estaveis por 1 semana apods sintese quando em presenca de DNA.

A variagao de tamanho ocorrida se da pelas variagdes do PZ. O valor de PZ se
afasta de 0 mV até aproximadamente 1 semana apos a sintese, indicando aumento
de estabilidade das AuNPs (BHATTACHARJEE, 2016). Entre 1 semana e 2 semanas
houve uma aproximagao de 0 mV por parte do PZ e com isso o tamanho das AuNPs
aumentou. Apds esse aumento, as AuNPs mantiveram seu tamanho em
aproximadamente 12 nm, o que vai de acordo com o novo afastamento do valor 0 mV
por parte dos valores de PZ medidos para 21 e 28 dias.

Como o DNA utilizado ndo apresentava nenhum formato especifico e nem
modificagdo com grupo funcional -SH, acredita-se que essas nanoparticulas possam
apresentar uma maior estabilidade caso fossem sintetizadas em meios que

apresentem esses dois tipos de DNA modificado.
5.3.3. Sintese de AuNPs na presenca de BSA

Do mesmo modo do que foi realizado para as amostras de DNA, foram
preparadas duas solugdes contendo sal de ouro e BSA (BSAAu). A primeira foi a
solugao de controle para se garantir que néo estaria havendo uma reagao esponténea
entre 0 BSA e o sal de ouro na auséncia de luz. A Figura 23 apresenta os espectros
de absor¢cdo em funcdo do tempo de armazenamento da solugdo. Como pode-se
observar, apds 7 dias os espectros ndo apresentaram nenhuma mudanga significativa.
Portanto, isto sugere que o BSA ndo é capaz de reduzir o 4cido tetracloroaurico por si

sO.
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Figura 23 - Espectro de absor¢dao da amostra BSAAu apds preparo e sem passar por

irradiagao a laser.

A segunda amostra BSAAu preparada foi irradiada por laser conforme o método

proposto. Seu espectro de absorgcao esta presente na Figura 24.



73

0.6
—— BSAAu preparado
—— |rradiacao por 1h
—— Irradiacao por 2h
—— |rradiagao por 3h
— |rradiacao por 4h
0.4
© )
o] : }
e f
«U .
= |
5 oo
7]
<
N
X LLLLLLLLLL LI LLL LIt » S|
0.0 T T T T L 1
400 500 600 700 800
5. (nm)
Figura 24 - Espectro de absorgcdo da amostra BSAAu apds preparo e apods irradiagao por

laser Nd:YAG com A de 532 nm por diferentes intervalos de tempo.

Ap0s irradiagao nota-se a formagao de uma curvatura ou pico pouco destacado
por volta de 520 nm, o que caracteriza formacao de AuNPs (BINAYMOTLAGH et al.,
2016; LEE, J.; LEE, M., 2016; SONG et al., 2016). Também nota-se a presenga de
coloracdo rosea apés 4 h de irradiacdo, o que confirma a formagao de AuNPs
(BINAYMOTLAGH et al., 2016).

5.3.4. Caracterizacao das AuNPs sintetizadas na presenca
de BSA

Buscando investigar a distribuicdo de tamanhos das AuNPs formadas apds
irradiacdo da amostra BSAAu, a analise de EDL foi realizada. A distribuicdo dos

tamanhos de particulas obtida pode ser observada na Figura 25.
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Figura 25 - Distribuicdo do tamanho das AuNPs formadas pela amostra BSAAu apés
irradiacao por laser com A de 532 nm por 4 h.

As AuNPs produzidas a partir da amostra BSAAu apresentaram tamanhos que
variavam desde 4 nm até 15 nm. O tamanho médio das particulas foi de 6,50 £ 1,78
nm, similar ao tamanho médio de 6 nm obtido via ablagao a laser na presenca de BSA
por Binaymotlagh et al. (2016). Isso prova que o método de producado de AuNPs por
irradiacdo a laser em 532 nm pode ser tao eficiente quanto a ablagao a laser, no
quesito tamanho de particulas produzidas.

A amostra BSAAu, apds irradiada por 4 h em laser com A de 532 nm, foi
submetida a microscopia eletrénica de transmissédo. As imagens resultantes dessa
caracterizagao estdo presentes nas Figura 26 a) e b) juntamente com um grafico de
distribuigdo do tamanho de particulas da Figura 26 b) na Figura 26 c).
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Figura 26 - Imagens obtidas via MET das AuNPs sintetizadas pela amostra BSAAu apés

irradiagcdo por laser com A de 532 nm por 4 h. A imagem contém duas
magnificagoes diferentes em a) e b) e a distribuigao do tamanho de particulas em
c), referente a figura b). Os pontos brilhantes representam as AuNPs. Ja a massa
mais clara representa o BSA.

A primeira coisa que se nota ao observar a Figura 26 a) € que as nanoparticulas
sao muito pequenas e que estao distribuidas dentro da BSA em sua maioria, provavel
indicativo de sua capacidade carreadora (BINAYMOTLAGH et al., 2016).

A morfologia das AuNPs ¢é esférica e apresenta um certo grau de agrupamento.

O tamanho médio das AuNPs foi de 3,64 nm e esse valor se apresentou menor do
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que o medido via EDL. Tal fato ja era esperado, pois 0 EDL mede o raio hidrodinamico
da particula em solugdo (BHATTACHARJEE, 2016).

As AuNPs obtidas pela amostra BSAAu também foram analisadas por meio de
difracao de elétrons de area selecionada, no intuito de determinar a estrutura cristalina
da amostra. A imagem correspondente a essa analise pode ser visualizada na Figura
27.
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Figura 27 - Imagem obtida por DEAS das AuNPs obtidas pela amostra DNAAu apés
irradiagao por laser com A de 532 nm por 4 h.

Como nas demais amostras, os anéis formados pelos pontos brilhantes
correspondentes aos diferentes cristais da amostra tiveram seus didametros aferidos e
seus valores convertidos para valores de dnk. Esses valores dn foram comparados
mais uma vez com os valores presentes no cartdo JCPDS n° 04-0784 e em seguida
foram associados aos planos cristalinos correspondentes. Na amostra BSAAu foram
identificados 4 planos cristalinos diferentes, que correspondem ao ouro CFC.

A estabilidade foi avaliada a partir da variacdo do tamanho e do PZ das
nanoparticulas da amostra BSAAu com o passar do tempo. A amostra foi estocada

sob refrigeragdo em temperatura aproximada de 4°C. Por meio de EDL e PZ os
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tamanhos e o potencial zeta foram aferidos em intervalos de tempo diferentes e estéo

apresentados na Figura 28.

20 20
BSAAuU AuNPs Tamanho
= SAAU AUNPs PZ

Tamanho das particulas (nm)

T T T T T T T
0 7 14 21 28

Tempo (dias)
Figura 28 - Variagdo de tamanho e do PZ das AuNPs produzidas pela amostra BSAAu ao
longo do tempo com estocagem no escuro e sob refrigeragéo a 4°C.

Ao observar a figura anterior, nota-se que a maioria das AuNPs obtidas pela
amostra BSAAu apresentaram um tamanho de 6,5 nm e assim se mantiveram até 28
dias depois apesar da aproximagao de 0 mV do potencial zeta. Essa estabilidade
provavelmente esta ligada ao fato da BSA ser um carreador na corrente sanguinea.
Talvez essa sua fungao contribua para o aprisionamento das AuNPs e limite assim
seu crescimento (BINAYMOTLAGH et al., 2016). Porém ¢é possivel que o pH da

amostra também tenha influéncia neste fato.

Potencial Zeta (mV)
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5.4. Consideragoes finais: Comparativo entre
amostras TC2, DNAAu e BSAAu

Comparando-se os espectros de absorcdo das amostras TC2, DNAAu e

BSAAu apos 4 h de irradiagao obtém-se as curvas presentes na Figura 29.
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Figura 29 - Espectro de absorcao comparativo entre as amostras TC2, DNAAu e BSAAu
irradiadas por laser com A =532 nm. Fotos das amostras também estao presentes
na imagem.

Aparentemente a presenga de DNA em DNAAu e BSA em BSAAu favoreceram
o aumento do numero de particulas formadas, o que pode ser confirmado pelo
aumento da absorbancia dessas curvas em comparagcdo com a curva de TC2. Além
disso pode-se notar que o pico da curva DNAAu apresenta um leve deslocamento
para a esquerda se comparado ao pico da curva TC2. Esse deslocamento também é
notado na curva BSAAu se comparado as curvas DNAAu e TC2. Considerando
nanoparticulas esféricas, um menor tamanho das AuNPs sintetizadas resulta em picos

de absorbancia em comprimentos de onda menores, segundo Haiss et al. (2007).
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Apesar da presenca de BSA favorecer a formagdo de um maior numero de
particulas, dado seu pico mais alto, esse pico € menos destacado. Binaymotlagh et al.
(2016) demonstra em seu trabalho que um aumento na concentracdo de BSA em
solucao contendo AuNPs leva a uma diminuigdo na absorbancia maxima da curva no
espectro de absorgao.

No intuito de comparar os tamanhos das AuNPs sintetizadas pelas amostras
TC2, DNAAuU e BSAAuU, os graficos de distribuicdo de tamanho de particulas foram
agrupados na Figura 30.
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Figura 30 - Distribuicao do tamanho das AuNPs sintetizadas utilizando as amostras TC2,
DNAAu e BSAAu.

Numero de particulas (%)

Pode-se notar que BSAAu apresentou um tamanho médio de
aproximadamente 6 nm, enquanto DNAAu apresentou tamanho médio por volta de 9

nm e TC2 por volta de 10 nm. Tal fato pode ser explicado pela variagao de pH causada
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pela insergéo dos biopolimeros. TC2 apresentou um pH de 3,5, ja DNAAu apresentou
um pH de 3,7, valor muito proximo ao de TC2, por isso os tamanhos médios
apresentaram valores proximos. Ja BSAAu apresentou um pH de 4,3, um valor mais
alto, o que resultou em um tamanho médio de particula mais distante. Segundo Moore
Tibbetts et al. (2016) isto ja era esperado. O tamanho das AuNPs obtidas diminui
enquanto o pH aumenta, até atingir o seu menor tamanho no pH 5,4. Em pHs acima
de 5,4 o tamanho das AuNPs volta a aumentar.

As imagens obtidas via MET das amostras TC2, DNAAu e BSAAu foram

agrupadas na Figura 31 para comparagao.
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Figura 31 - Imagens obtidas por MET das AuNPs sintetizadas pelas amostras a) TC2, c)
DNAAu e e) BSAAuU e suas respectivas distribuicoes de tamanho de particulas b),
d) e f). As manchas mais claras em c) e d) siao DNA e BSA, respectivamente.

Observa-se em todas as amostras de AuNPs apresentaram morfologia
esférica. Portanto, pode-se dizer que a alteracdo de pH causada pela adicdo de DNA
e BSA nao foi significativa para promover alteragédo na morfologia. Nos experimentos
de Moore Tibbetts et al. (2016) utilizando laser Ti:Safira em 790 nm, mesmo com a
variacao de pH entre 2,5 e 8,4, a morfologia das AUNPs permaneceu esférica.

A distribuicdo de tamanhos segue o que ja foi apresentado via EDL. TC2
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apresentou o maior tamanho médio enquanto BSAAu apresentou o menor, o que €
evidente pelo alto numero de particulas muito pequenas na Figura 31 e). Como ja
descrito anteriormente, o motivo desse menor tamanho médio das AUNPS na amostra
com BSA se da pelo pH de 4,30, mais préximo de 5,4, valor no qual se obtém o menor
tamanho de AuNPs, segundo Moore Tibbetts et al. (2016).

As imagens obtidas por DEAS das amostras DNAAu e BSAAu s&o apresentadas na

Figura 32 juntamente com a imagem de TC2 para comparagao.
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Imagens obtidas via DEAS correspondente as AuNPs formadas pelas amostras
a) TC2, b) DNAAu e c) BSAAu e seus respectivos planos cristalinos.
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As imagens de DEAS das amostras DNAAu e BSAAu apresentam um numero
de pontos brilhantes correspondentes a cristais semelhante ao observado na amostra
TC2. Isso pode ocorrer devido a concentragcado de sal de ouro, que € um parametro
comum entre as 3 amostras.

Todas as amostras estudadas apresentaram praticamente os mesmos planos
cristalinos, com excegao da amostra DNAAu que apresentou um plano a mais, o plano
(420). Dada a semelhancga entre as imagens de DEAS das amostras provavelmente
este plano também esta presente em TC2 e BSAAu, porém a regido da amostra
analisada nio favoreceu sua observagao. Destaca-se que os planos identificados nas
trés amostras correspondem aos planos da estrutura cristalina CFC do ouro, a mais
estavel presente em nanoparticulas deste material (SHIM et al., 2003). Portanto pode-
se afirmar que a presenca destes biopolimeros, bem como a alteragcdo no pH nao
levou a alteragdes na estrutura cristalina das AuNPs produzidas.

No intuito de comparar a variagédo de tamanho das AuNPs e seus PZ com o

passar do tempo, construiu-se a Figura 33 para comparar os diferentes sistemas.
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Comparativo entre as variagoes de tamanho e PZ das amostras a) TC2, b) DNAAu

e c) BSAAu apés estocagem por 0, 1, 7,14,21 e 28 dias sob refrigeragao a 4°C.
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As AuNPs oriundas das amostras TC2 apresentaram uma variagao de tamanho
em menor tempo, ou seja, ela € a amostra menos estavel das 3 analisadas. Ja a
amostra BSAAu aparenta ser a amostra mais estavel das 3, uma vez que se manteve
com aproximadamente 6 nm por até 28 dias. A presenca de DNA e BSA pode ter agido
como barreira para esse crescimento das AuNPs, resultando na maior estabilidade
para as AUNPs de DNAAu e BSAAuU se comparadas a estabilidade das AuNPs de TC2.

Com relacéo ao potencial zeta, pode-se notar que nas amostras TC2 e DNAAu
a variacdo de PZ acompanhou a variagdo do tamanho das AuNPs. Somente no caso
de BSAAu as AuNPs nao apresentaram aumento de seu tamanho mesmo com a
aproximacao de 0 dos valores de PZ. Como ja discutido anteriormente, o provavel
responsavel por essa estabilidade € a presenca da BSA e este alterou o pH da

solugcao, o que também pode ter contribuido para esse resultado.
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6. CONCLUSOES

AuNPs de ouro foram sintetizadas por meio de uma rota modificada do que ja
encontra-se descrito na literatura. A sintese foi baseada na irradiagao de uma solugao
de sal de ouro por meio de um laser com A em 532 nm (geragéo do 2° harmdnico).

As AuNPs obtidas por esse método apresentaram tamanhos que variaram de
2 a 30 nm, morfologia esférica e estrutura cristalina CFC, a mais estavel
energeticamente. Com a alteracdo da concentracao inicial de sal de ouro obteve-se
variagbes no tamanho e na de morfologia das AuNPs. Uma menor concentragéo
apresentou menores tamanhos enquanto o inverso ocorreu com uma maior
concentragdo. Na maior concentracdo também houveram algumas particulas de
morfologia diferente da esférica.

Também foi testada a presenca de biopolimeros na amostra enquanto houve
airradiacao a laser. A presenca desses biopolimeros alterou o pH das amostras, o que
acarretou em variacdes de tamanho das particulas. Na auséncia de biopolimeros, as
amostras apresentaram os maiores tamanhos de AuNPs enquanto as amostras com
DNA e BSA apresentaram o segundo menor € o menor tamanho respectivamente. O
tamanho médio das AuNPs produzidas em presenga de BSA ficou por volta de 3 nm.

A estrutura cristalina das amostras néo apresentou mudangas mesmo com a
alteracao de concentragao de sal de ouro ou com a presencga de biopolimeros.

O mecanismo de formacgao desta sintese via irradiagdo a laser com A de 532
nm foi proposto segundo o seguinte mecanismo: O laser ao incidir na amostra
promove a fotolise dos ions de sal de ouro e da agua. A fotdlise dos ions de sal de
ouro promovem a formacdo das primeiras AuNPs. A fotélise da agua promove a
formacao de radicais livres, elétrons hidratados e agua oxigenada. Esses trés
produtos da fotodlise da agua posteriormente auxiliam na redugdo do ouro presente
nos ions de acido tetracloroaurico.

O sucesso dessa sintese comprova ndo s6 a possibilidade de sintese por
irradiacao a laser com comprimentos de onda da luz visivel, como também advoga a
favor do método de irradiacao a laser com qualquer comprimento de onda. Com isso
este trabalho esperar abrir portas ndo sé para o refinamento deste método, mas

também para a expansao dele para obtencéo de outras nanoparticulas metalicas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A primeira sugestdo é relacionada ao refinamento do método apresentado
neste trabalho. E necessario um estudo mais refinado para mapear a influéncia da
concentragcdo do sal de ouro inicial no tamanho e morfologia da AuNP final. Outro
estudo importante seria um estudo refinado sobre a variagao do pH inicial da amostra
e a variagado de tamanho e morfologia da AuNP final. A estabilidade também merece
uma maior atencdo. Seria importante determinar a influéncia da variagao de pH na
estabilidade das AuNPs de forma a comprovar se o pH ou o BSA s&o os verdadeiros
responsaveis pela maior estabilidade das AuNPs.

Com relacao a novos biopolimeros, deve-se testar este método de sintese na
presenga de biopolimeros uteis para futuras aplicagdes que apresentem terminacoes
com afinidade com o ouro, para verificar se € possivel a sintese e se esses
biopolimeros conseguem encapsular ou prender ja na sintese as AuNPs.

Por fim, uma ultima sugestdo seria utilizar o método desenvolvido neste

trabalho para a sintese de outras nanoparticulas metalicas.
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