GRAZIELLA ANSELMO JOANITTI
PAULO CESAR DE MORAIS E
RICARDO BENTES DE AZEVEDO (ORG.)

NANOTECNOLOGIA:
CONSIDERACOES EM MATERIAIS,
SAUDE E MEIO AMBIENTE

EDITORA /ﬁ
- UnBO&

f i
ey
)




N1 Universidade de Brasilia

Reitora | Marcia Abrahdo Moura
Vice-Reitor | Enrique Huelva

EDITORA

N

UnB

Diretora | Germana Henriques Pereira

Conselho editorial | Germana Henriques Pereira (Presidente)
Fernando César Lima Leite

Ana Flavia Magalh&es Pinto

Andrey Rosenthal Schlee

César Lignelli

Gabriela Neves Delgado

Guilherme Sales Soares de Azevedo Melo
Liliane de Almeida Maia

Monica Celeida Rabelo Nogueira
Roberto Brand&o Cavalcanti

Sely Maria de Souza Costa




GRAZIELLA ANSELMO JOANITTI
PAULO CESAR DE MORAIS E
RICARDO BENTES DE AZEVEDO (ORG.)

NANOTECNOLOGIA:
CONSIDERACOES EM MATERIAIS,
SAUDE E MEIO AMBIENTE

EDITORA /§
UnBOT



Coordenacao de producio editorial
Preparacao e revisao

Diagramacao

Equipe editorial

Marilia Carolina de Moraes Florindo
Gabriela Artemis

Bruno Ribeiro Soares

© 2022 Editora Universidade de Brasilia

Direitos exclusivos para esta edic&o:

Editora Universidade de Brasilia

Centro de Vivéncia, Bloco A - 22 etapa, 12 andar
Campus Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia/DF
CEP: 70910-900

Site: www.editora.unb.br

E-mail: contato editora@unb.br

Todos os direitos reservados.
Nenhuma parte desta publicagédo podera ser

armazenada ou reproduzida por qualquer meio

sem a autorizagdo por escrito da Editora.

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo

(Biblioteca Central da Uni

(CIP)
versidade de Brasilia - BCE/UNB)

N186 Nanotecnologia

Azevedo

517 p.

ISBN 978-65-5

1.
Nanociéncia. 4.
Joanitti, Grazie
Paulo César de

Bentes de (org.)

e meio ambiente / Graziella Anselmo Joanitti,
Paulo César de Morais e Ricardo Bentes de

(organizadores). — Brasilia
Universidade de Brasilia,

Nanomedicina.
Materiais nanoestruturados.

(org.) .

consideracdes em materiais, saude

Editora
2022.

846-109-8

2. Nanotecnologia. 3.
I.
II. Morais,

Ricardo

lla Anselmo
IIT.

(org.) .
Azevedo,

CDU 57:61

Rhuama Barbosa do Carmo - CRB 1/3060

Associagéo Brasileira
das Editoras Universitarias



Sumario
INEFOTUGEO ...........oooococoeoeeeeeeeee e

PARTE | ) B
MATERIAIS - SINTESE E CARACTERIZACAO DE
NANOESTRUTURAS

CaPItUlo T o
Nanoparticulas de ouro: métodos cldssicos de obtencgéo e
caracterizacéo

Claure N. Lunardi, Fellipy S. Rocha e Anderson J. Gomes

Universidade de Brasilia

Capitulo 2 v
Nanoemulsdes: preparacéo, caracteristicas e estabilidade

Lucas C. Silva, Leonardo O. B. Silva e Graziella A. Joanitti

Universidade de Brasilia

CaPItUIO 3

Lipossomas e suas aplicagdes
Jaqueline R. Da Silva, Jaqueline V. Oliveira e Victor Hugo S Araujo
Universidade de Brasilia

Lo T 11T ] [ I
Sintese verde de nanomateriais

Luciano P. Silva, Beatriz S. Carvalho, Cinthia C. Bonatto, Julia M. Pupe,
Tatiane M. Pereira e Thalita F. Araujo

EMBRAPA, Universidade de Brasilia e Tecsinapse

Capitulo 5 v
Microscopia eletronica de transmissédo e de varredura como
ferramentas de caracterizagdo de nanossistemas

Tatiane Oliveira dos Santos e Renata Montenegro Igo

Universidade Federal de Goids e Universidade Positivo

PARTE Il )
APLICACOES EM SAUDE

CaPItUlO 6 orereeeere s
Aplicagdes da nanotecnologia em cancer

Marcela G. Landim, Alicia S. Ombredane e Graziella A. Joanitti
Universidade de Brasilia



CaPItUlO 7 oo 266
Magneto-hipertermia aplicada ao tratamento do cancer

Ailton Sousa-Junior, Harley Rodrigues, Marcus Carrido, Elisangela
Silveira-Lacerda e Andris Bakuzis

Universidade Federal de Goids e Instituto Federal de Goids

CaAPItUIQ 8  rrrvvverrrrsssssssss s 308
Aplicagdes da nanotecnologia em tratamentos antivirais

Andréia C. Pinheiro, Beatriz C. A. O. Faria, Patricia L. Costa, Marilia F.

Calmon e Graziella A. Joanitti

Universidade de Brasilia e Universidade Estadual Paulista “Jilio de

Mesquita Filho”

Lo T 11T ] [ 356
Nanotecnologia aplicada para tratamentos de cicatrizacéo e
regeneracéo tecidual

Marcella L. B. Carneiro, Glécia V. S. Luz, Christian R. Q. Quijia, Thamis F.
Santana, Luna A. N. de Carvalho e Lourdes M. Brasil

Universidade de Brasilia

L0 T T B I 402
Aplicagdo oftalmoldgica da nanotecnologia

Maira N. Pereira, Marcilio Cunha-Filho, Tais Gratieri e Guilherme M.

Gelfuso

Universidade de Brasilia

L0 T T T T 436
Aplicagdes da nanotecnologia em desordens e patologias

cutaneas

Patricia Mazureki Campos, Fabiola Silva Garcia Praca e Marcelo

Henrique Kravicz

Universidade Estadual de Ponta Grossa, Universidade de S&o Paulo e
Universidade de Milano-Bicocca

PARTE 1l

MEIO AMBIENTE

CAPIEUIO 12 e 479
Nanotecnologias para descontaminacéo de dguas

Alex Fabiano Cortez Campos
Universidade de Brasilia

CONCIUSAD vttt 513

Sobre 0S Organizadores -« 516



PARTE |
MATERIAIS - SINTESE E CARACTERIZAGAO

DE NANOESTRUTURAS




CAPITULO 1

Nanoparticulas de ouro:
métodos classicos de obtencao e
caracterizacao

Claure N. Lunardi™; Fellipy S. Rocha?; Anderson J. Gomes"”

1. Introducao

As nanoparticulas de ouro (AuNP) possuem um vasto campo de inves-
tigacdo em pesquisa devido as suas diversas caracteristicas fisicas e
quimicas, contribuindo para o desenvolvimento da nanotecnologia™.
Essas particulas possuem uma estabilidade quimica e, em relagéo
a realizacdo de modificacdo da sua superficie, essa caracteristica
permite o seu uso em diversas aplicacdes, nos diferentes campos
interdisciplinares da fisica, quimica, biologia, medicina e ciéncia dos
materiais® .

Pesquisadores investigam o uso das AuNP frente as suas propriedades
eletrdnicas, 6pticas, térmicas e cataliticas, permitindo a utilizacdo na
construcdo de biossensores, sistema de liberagdo gradativa de drogas,
lubrificantes, células solares, catédlise e outros''". Devido a ampla area
superficial por unidade de volume ou massa do metal, as AUNP tornam-
-se promissoras para catélise, o que é de grande interesse industrial.

N6s compilamos os 800 artigos mais citados nos udltimos 10 anos no
indexador Scopus, referentes ao procedimento de sintese de nano-

1.Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasil

2.PPG-Nano - IB, Universidade de Brasilia, Brasil

E-mail: clunardi@unb.br; ajgomes@unb.br
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NANOTECNOLOGIA: CONSIDERAGOES EM MATERIAIS, SAUDE E MEIO AMBIENTE

particulas de ouro, e criamos um mapa bibliométrico com as 30 pala-
vras-chave mais relevantes encontradas nesses artigos (Figura 1).
O tamanho dos circulos esta relacionado com a frequéncia das pala-
vras-chave nos artigos enquanto as cores representam grupos com
maior correspondéncia.

Figura 1: Mapa bibliométrico sobre a sintese de nanoparticulas de

ouro e suas correlagbes
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Fonte: Elaborado pelos autores com base no software VOSviewer *.

Nanoparticulas coloidais exibem propriedades elétricas, épticas, mag-
néticas e quimicas diferentes dos seus homdlogos em massa. Essas
propriedades s&o determinadas por parametros como tamanho, forma,
composicado e estrutura cristalina.
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As dispersdes coloidais compostas por nanoparticulas metdlicas dife-
renciam-se completamente das demais em virtude de uma propriedade
Optica que elas apresentam, denominada de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (SPR). Essa propriedade da cor aos coloides formados
e possui intensa absorg&o e espalhamento da luz na regido visivel do
espectro eletromagnético 811921,

As propriedades 6pticas de nanoparticulas metdlicas surgem da inte-
racdo da luz com nanoestruturas de dimensdes menores que o seu
comprimento de onda. Nessa condicéo, considera-se que a particula
estd sob influéncia de um campo eletromagnético quase estético e
homogéneo. Tal interagé@o gera uma separacdo de cargas na superfi-
cie metdlica, que apresenta uma forte for¢a restauradora, originando
um dipolo oscilante. Dessa forma, s&o induzidas oscila¢des coerentes
dos elétrons da banda de conducéo da nanoestrutura em ressonancia
com a radiacdo incidente, dando origem a um campo eletromagnético
intensificado na superficie da nanoestrutura (Figura 2).

Figura 2: Formacgdo da Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

das nanoparticulas metélicas

Nanoparticula Metdlica

Onda Luminosa

Campo Elétrico

Nuvem Eletrénica

Fonte: elaborada pelos autores.
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Uma das vantagens dessa propriedade de SPR das AuNP consiste
no fato de poderem absorver e dispersar a luz de forma tdo intensa,
0 que permite que as nanoparticulas individuais sejam observadas
usando microscopia de campo escuro (disperséo 6ptica). Dessa forma,
as AuNPs podem ser incorporadas a materiais como rétulos e serem
utilizadas em imunoensaios, e como sensores bioquimicos e outros. Em
relacdo ao tamanho, as nanoparticulas de tamanhos menores podem
ser utilizadas para a marcagéo de proteinas e imageamento celular
porque a sua menor area de superficie reduz interagdes ndo especi-
ficas e permite um melhor direcionamento. Um aspecto importante
a respeito da ressonancia plasmdnica refere-se ao fato de que esta
é influenciada por condi¢cGes que rodeiam a particula, como o tipo
de ligante (moléculas que interagem com nanoparticulas), solvente
(mudando a constante dielétrica) e geometria (mudando condigGes
de energia em sua superficie). Com isso, pode-se, ao avaliar as SPR,
concluir algumas observagdes acerca da nanoparticula. Uma mudanca
de coloragdo causada pela adigdo de algum ligante na solugédo coloidal
indica uma interagdo. O tipo de solvente em que as nanoparticulas
estdo dispersas pode, também, deslocar o comprimento de onda de
absorgdo maxima. E devido as caracteristicas das AuNP que métodos
de sintese sédo amplamente avaliados, sempre em busca de conhecer
e controlar algumas dessas propriedades relativas aos nanomateriais.
Atualmente, estudos na drea da nanotecnologia focam a sintese con-
trolada de nanoparticulas metélicas com diferentes tamanhos, formas
e composicdo quimica, controlando sua disperséo para aplicacdes em
diversas areas '420.22:26,

Neste capitulo, abordaremos os métodos cldssicos de sintese e carac-
terizagdo de nanoparticulas de ouro.
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2. Desenvolvimento

2.1. Métodos de obtencao das nanoparticulas de ouro
Os métodos de obtenc¢do das nanoparticulas podem ser separados
em fisicos (top-down), quimicos e bioldgicos (bottom-up) (Figura 3).

Figura 3: Esquema ilustrativo dos métodos de obtencdo das AuNPs

Métodos de Sintese de Nanoparticulas
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Fonte: elaborado pelos autores.

Em relagdo aos métodos fisicos (top-down), a particula inicial possui
um tamanho maior (ouro sélido macico) que a do final do processo.
Utilizam-se métodos mecéanicos, como moagem, tratamentos termoqui-
micos, litografia com feixe de elétrons, deposicédo a vacuo e ablagéo a
laser. Esses tipos de processos de preparagdo sdo complexos e demora-
dos, além do alto custo dos equipamentos, e levam a diversos defeitos
nas nanoparticulas, comprometendo muitas de suas propriedades ?'.

Nos métodos quimicos (bottom-up), as nanoparticulas séo feitas come-
cando do menor tamanho e crescendo até chegar ao tamanho dese-
jado por nucleagdo (Figura 4). Os métodos quimicos utilizados sédo
redox, eletroquimico, fotoquimico, crescimento de semente, sintese
modelo, sintese modelo de microemulséo, sintese por micro-ondas etc.
Os compostos de ouro, como o acido clorodurico, s&do reduzidos, e o
crescimento das particulas é controlado (tamanho e forma) 2 1421.28.29,
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Alguns métodos de sintese “verde” de nanoparticulas vém sendo desen-
volvidos recentemente. S&o alternativas inovadoras, pois envolvem a
sintese bioldgica, sobretudo, por meio do uso de bactérias, fungos e
plantas. Esses processos sdo de extrema importancia porque reduzem
ou eliminam o uso de solventes, reagentes e a geracdo de produtos
toéxicos, nocivos a saide humana %32,

A maioria dos sistemas contendo nanoparticulas de ouro pode sofrer
agregacdo causada pela alta energia da superficie, caso a superficie
esteja sem protegdo ou passivacéo 3. O uso de agentes estabilizantes
constitui uma ferramenta para alterarem as propriedades da superficie
das AuNP, impedindo, assim, que estas formem agregados (Figura 4).

Figura 4: Esquema mostrando nucleagéo e estabilizacdo

(eletrostatica e estérica) das nanoparticulas de ouro

Nucleos estiveis e irreversiveis

Fonte: elaborado pelos autores.
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2.1.1. Obtencao de Nanoparticulas pelo Método Fisico
Método sintese metal-vapor

Na sintese em fase vapor, a formagéo das nanoparticulas ocorre na
fase gasosa. Esse processo tem sido utilizado nas ultimas décadas
por muitas empresas em reatores para a fabricacdo de nanoparticu-
las de carbono ou diéxido de titanio. Nessa técnica, ao se formar uma
particula, esta colide, rapidamente, com um gés inerte num ambiente
de baixa presséo, formando tamanhos muito pequenos. Um exemplo
dessa forma de producéo de nanoparticulas envolve a hidrélise de
cloretos metdlicos em fase gasosa com influéncia de dgua 4. A reacéo
produz um 6xido metdlico tendo o géas cloridrico (HCI) como subpro-
duto que pode ser reciclado. Uma variacdo mais moderna e eficiente
na producédo de nanoparticulas é conhecida como condensacé&o por
gds inerte. Nesta, a producéo é controlada e o tamanho mais homo-
géneo®*. As particulas sdo formadas quando d&tomos oriundos de uma
fonte quente perdem rapidamente a energia colidindo com dtomos
de um gds inerte. Os tamanhos podem ser inferiores a 10 nm e varios
metais podem ser sintetizados nesta escala, como Al, Co, Cr, Cu, Fe,
Ga, Mg e Ni.

Método sintese ablacdo a laser

Em sinteses recentes, as AUNPs podem ser preparadas por ablacédo
a laser em meio aquoso biocompativel, o que modifica, fortemente, a
quimica da superficie e as propriedades fisicas e biolédgicas. De manei-
ra simplificada, uma porg¢é&o de ouro (filme, fios, pedagos macigos) é
imersa em meio aquoso e irradiada por laser de alta intensidade, pro-
duzindo as nanoparticulas de ouro (Figura 5). Quando liberadas no
meio aquoso, essas nanoparticulas coalescem e formam uma solugédo
coloidal de NPs. A ablac&o por laser em dgua deionizada, sem agentes
ligantes/estabilizantes, leva a solu¢des NP extremamente estdveis em
um estado quase monodisperso. Essa estabilidade € atribuida a um
efeito de repulsédo elétrica resultante de uma carga negativa das NPs
produzidas. As AuNP sintetizadas por ablacdo a laser podem exibir
uma quimica de superficie Unica, o que as torna reativas com uma
série de novos materiais %'.
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Figura 5: Técnica de obtencé&o fisica de nanoparticulas de ouro por

ablacdo a laser

QOuro Macigo

Agitador

Fonte: adaptada de Rajeshkumar, S. (2013)%".

2.1.2. Obtenc¢ao de nanoparticulas pelo método quimico

As técnicas bottom-up s&o, também, conhecidas como métodos qui-
micos. Caracteristicas como o tamanho, a morfologia, a estabilidade
e a funcionalidade da superficie das nanoparticulas dependem néao
apenas do método de sintese empregado como também das condigdes
experimentais (concentragdo do ion metalico, velocidade de reducgéo,
temperatura, uso e concentracédo de agentes estabilizantes etc.).

O 4cido clorodurico, [HAuCl,], é utilizado como fonte de ions Au(lll) e,
na presenca de citrato de sédio e borohidreto de sédio, sdo os métodos
classicos de preparo de nanoparticulas de ouro. Outo método utiliza-
do é o de reducdo quimica dos ions metdlicos no interior de micelas
formadas por surfactantes e usadas como nanorreatores (método de
troca de ligante).

Método de Turkevich-Frens

O método cldssico de sintese controlada e reprodutivel para nanopar-
ticulas de ouro foi estabelecido por Turkevich em 1951. Esse método é
conhecido pelo método do citrato 3536, Até hoje, o protocolo de sintese
original foi modificado inimeras vezes, permitindo a fabricagéo de
nanoparticulas em uma ampla gama de tamanhos.
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Resumidamente, ocorre uma reagéo de oxirredugdo em meio aquoso,
em que os ions de ouro (Il1) sdo reduzidos pelo citrato, que atua como
agente redutor e estabilizante. O amplo uso do Método de Turkevich
estd associado ao fato dele ser atéxico, de simples manipulagéo, facil
execugdo, baixo custo, rapido, seguro e reprodutivel (Figura 6). As
nanoparticulas formadas pelo método de citrato possuem boa homo-
geneidade no tamanho e dispersédo das nanoparticulas, com tamanho
em torno de 20 nm.

Figura 6: Sintese de AUNP pelo método de Turkevich

O=— 7N —=0
0 Na \ /N F
H A0S
H,0 G, @ ©_ 098
HAuCl + - e ONG® ©0 R
(o] o] o) /
_ R ° O—_
o o N o8 eeeNaC\
Na' Na Na N 00 @®
/ aNa@ \ Na (o]

Fonte: adaptada de Zhao, P. (2013) *".

Método de Brust-Schiffrin

O método Brust-Schiffrin (Figura 7) foi o primeiro a preparar AUNP
estabilizadas com tiolatos por sintese in situ, produzindo AUNP mais
hidrofébicas, com diametros na faixa de 1,0 a 8,0 nm ?*. Derivados de
ouro sdo reduzidos com borohidreto de sédio em solvente organico
e na presenca de ligantes de tiol, usando um sistema liquido-liquido
bifasico ou um solvente adequado. Essas AuNP s&o estabilizadas por
ligagdes relativamente fortes de Au-S 2.
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Figura 7: Sintese de AuNP pelo método de Brust
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Fonte: adaptada de Calandra, P. (2010) 25.

Método de Reacdo de Troca de ligante

O método de preparo de AUNP mais comumente usado é a reagdo
de troca de ligante de superficie (Figura 8), que foi introduzida, pela
primeira vez, por Murray e colaboradores . Nessa reagéo, os ligantes
iniciais na superficie de nanoparticulas sdo substituidos por ligantes
funcionalizados, assim nanoparticulas multifuncionalizadas podem ser
obtidas de maneira controlada. Quando a superficie de nanoparticulas
apresenta grupos quimicamente reativos, ligantes adicionais podem
ser conjugados por meio de protocolo convencional, fornecendo uma

segunda via para a funcionalizagéo de particulas.

20
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Figura 8: Sintese de AuNP pelo método de Troca de Ligantes
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Fonte: adaptada de Calandra, P. (2010)%.

2.1.3. Obtencao de nanoparticulas pelo método Bioldgico

A sintese verde busca a utilizagdo de compostos naturais como agentes
redutores, proporcionando uma alternativa sustentavel aos produtos
toxicos.

S&o utilizados reagentes naturais, tais como vitaminas, aclcares,
extratos de plantas, polimeros biodegraddveis e microrganismos como
agentes redutores em vez de solventes organicos e agentes estabili-
Zantes12, 31,39—42.

Uma das rotas biolégicas dentro da sintese verde é o uso de extratos
obtidos com base em partes da planta, e o agente ativo nesse tipo de
sintese é atribuido aos compostos fendlicos, flavonoides, aminoéci-
dos, terpenoides, acido citrico, grupos funcionais (&lcoois, aldeidos,
aminas), compostos heterociclicos, polissacarideos e acido tanico e
outros (Figura 9). A sintese verde se mostra interessante e os métodos
de sintese tém sido amplamente estudados, uma vez que séo simples,
de baixo custo, reprodutiveis e muitas vezes resultam em materiais
mais estdveis, biocompativeis e biodegraddveis*z4°.

A natureza do extrato da planta, sua concentragéo, a concentragéo do
sal de metal, o pH, a temperatura e o tempo de reagdo sdo conhecidos

21
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por afetarem a velocidade de sintese de nanoparticulas, a quantida-
de e outras caracteristicas. As rotas sintéticas verdes visam otimizar
condicdes experimentais levando a um aumento do rendimento e da
velocidade de reagdo quando comparados com os padrdes de sintese
por rotas tradicionais.

Figura 9: Sintese de AuNP pelo método bioldgico
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Fonte: adaptada de SHAH, M. (2015) 2.

2.2. Métodos de caracterizacao das nanoparticulas de ouro
As nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo uma fascinante classe de nano-
materiais que podem ser usadas para uma ampla gama de aplica¢des
biomédicas, incluindo bioimagem, ensaios de fluxo lateral, detecgéo
e purificacdo ambiental, armazenamento de dados, entrega de medi-
camentos, biomarcadores, catdlise, sensores quimicos, deteccéo de
DNA, entre outros.

As AuNPs sdo caracterizadas principalmente pelas técnicas: espectros-
copia UV-vis, espalhamento dinamico de luz, potencial zeta, emisséo
de fluorescéncia, espectroscopia na regido do infravermelho, eletroqui-
mica, microscopia eletrdnica de varredura, espectroscopia de energia
dispersiva e microscopia eletrdnica de transmisséo, que se mostraram
ser técnicas muito Uteis para essa finalidade*-54.

22



CAPITULO 1: NANOPARTICULAS DE OURO: METODOS CLASSICOS DE OBTENGAO E CARACTERIZAGAO

Espectroscopia na regidao do ultravioleta e visivel (UV-Vis)
Uma vez que a ressonancia de plasmon de superficie (SPR) origina
um espectro de extingdo o qual depende do tamanho, forma e estado
de agregacédo das nanoparticulas de ouro, a espectroscopia de UV-vis
se torna uma técnica util que permite calcular o tamanho, a concen-
tracdo e o nivel de agregacéo das particulas? %, A SPR das AuNPs é
claramente vista como um pico entre 520 nm e 580 nm, e um modelo
matematico baseado na teoria de Mie pode descrever o tamanho e a
concentracdo das nanoparticulas com tamanhos entre 5,0 nm e 100
nm baseando-se nesse pico*'. De acordo com a teoria de Mie, a for-
macdo de bandas simétricas e agudas de SPR para AuNPs sugere a
formacé&o de nanoparticulas esféricas, dispersas em solugdo aquosa
e sem sinais de agregac&o. O comprimento de onda do pico de absor-
bancia aumenta conforme o diametro da AuNP aumenta (Figura 10).
Para particulas com o mesmo tamanho, mas com formas variadas, o
espectro de absorbancia se desloca, significativamente, para a regiéo
do vermelho*.

A técnica de UV-Vis também pode ser utilizada para avaliar a
funcionalizag&o das nanoparticulas de ouro. Ao se adicionar ligantes
na superficie das AuNPs, e mantendo o diametro do nucleo metali-
co, o espectro de absorbancia deslocard para comprimentos de onda
maiores (deslocamento batocrémico)®°. Esse deslocamento pode ser
utilizado para identificar diferentes propor¢des do agente funcionaliza-
dor, e é resultante do aumento no indice de refragdo local na superficie
da nanoparticula de ouro®.
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Figura 10: Espectro de absor¢cdo das AuNP com diferentes tamanhos
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0,6

05
0,4

03 T,

Absorbancia

0,2 4

01

0,0 T T v
400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Fonte: adaptado de Lopez-Munoz, G. A. (2012)%¢

Espalhamento Dinamico de Luz

Espalhamento dindmico de luz é uma técnica analitica utilizada para
mensurar o tamanho médio, a distribuicdo de tamanho e o indice de
polidisperséo de particulas. A performance da técnica estd relacionada
ao setup experimental e as caracteristicas das amostras. Usualmen-
te, para avaliar AUNPs, o sistema é equipado com um laser de He-Ne
de comprimento de onda de 633 nm e as medidas s&o realizadas em
temperatura ambiente; o resultado é uma média de varias corridas
do equipamento. As particulas s&do iluminadas pelo laser e a variagédo
do espalhamento da luz € monitorada. A técnica nos permite medir o
diametro hidrodinamico das particulas, o que inclui a nanoparticula,
agentes funcionalizantes e a camada de solvente associada a parti-
cula*® 48,

A técnica pode ser aplicada em solucdes diluidas ou concentradas,
mas € limitada para identificagdo de misturas devido a contribuicdo
das particulas na intensidade do espalhamento da luz “¢57. A agrega-
¢cdo das nanoparticulas de ouro pode ser avaliada por meio do alar-
gamento do pico indicando o tamanho hidrodindmico. Por exemplo, o
processo de aglomeracédo pode ser resultante da troca de ligantes na
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superficie das AuNPs, o que pode acarretar um aumento significativo
de tamanho médio das particulas de ~50 nm para ~140 nm, e, com o
aumento da concentracdo do ligante, o tamanho médio pode aumen-
tar ainda mais, apresentando muiltiplas populacdes com uma delas a
aproximadamente 960 nm 58,

Potencial Zeta

O potencial zeta (ZP) é uma propriedade fisica exibida por qualquer
particula em suspensé&o. Pode ser usado para otimizar as formulagdes
de suspensdes e emulses. Um potencial zeta minimo de -30,0 mV
é essencial para uma boa estabilidade*”%. AuNPs produzidas pela
reducéo do acido clorodurico por meio de citrato de sédio resultam em
um valor médio de ZP de -34,9 mV®°; AuNPs produzidas por meio de
sintese verde usando o extrato Eclipta prostrata resultaram em um valor
de -17,4 mV 326", Esses valores indicam que as moléculas de cobertura
presentes na superficie de AUNPs sdo compostas, principalmente, de
grupos carregados negativamente e conferem estabilidade moderada
as nanoparticulas.

Emissao de Fluorescéncia

Quando uma molécula absorve um féton na regido ultravioleta ou visi-
vel (UV-Vis) (190 - 800 nm), ocorre uma transicéo eletrénica dentro
da molécula. Essa transicdo envolve a transferéncia de um elétron do
estado fundamental singleto (S,) para o estado excitado singleto (S,).
O retorno da molécula para o estado fundamental pode ocorrer de trés
maneiras distintas: por desativacgéo colisional, fluorescéncia ou fosfo-
rescéncia. O mecanismo de fluorescéncia envolve o retorno do elétron
do estado excitado singleto ao estado fundamental acompanhado pela
emissédo de um féton de energia mais baixa (maior comprimento de
onda) que o féton absorvido; a perda de energia é devida ao relaxa-
mento vibracional enquanto no estado excitado %'

O espectro de fluorescéncia das nanoparticulas de ouro pode ser medi-

do por meio da excitagdo da amostra com comprimento de onda de
308 nm e o monitoramento do pico de fotoluminescéncia que apare-
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ce, aproximadamente, em 423 nm, permitindo inferir o tamanho das
nanoparticulas (Figura 11-A). A incidéncia da luz em 308 nm leva a
excitacdo do plasmon de superficie, assim como dos elétrons do nivel
energético d. Além disso, em andlises quantitativas com tamanho fixo
de AuNPs, a intensidade de fluorescéncia do espectro aumenta linear-
mente com o aumento da concentracdo com correlagéo de R?= 0,995
(Figura 11-B). Assim, podemos dizer que a intensidade da banda de
emisséo de fluorescéncia é dependente da concentragdo e do tamanho
da particula®.

Figura 11: (A) Espectro de emissédo de fluorescéncia de uma solugéo
de AuNPs; (B) Pico de emissdo de fluorescéncia para AUNPs com 10

nm de diametro em diferentes concentracdes
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Fonte: adaptada de Abdelhalim, M. (2012)%2,

Espectroscopia na regidao do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR é uma técnica amplamente utilizada para investigar os pos-
siveis grupos funcionais envolvidos na formagéo de AuNPs, que d&o
origem as assinaturas bem conhecidas na regiéo Infravermelho (IV)
do espectro eletromagnético. Os espectros de FTIR para as AuNPs
sdo diretamente dependentes de seus precursores (citrato, luminol,
extratos de plantas, fungos e outros agentes redutores)®.

26



CAPITULO 1: NANOPARTICULAS DE OURO: METODOS CLASSICOS DE OBTENGAO E CARACTERIZAGAO

Diversos autores 2-30:32.52.63.64tam relatado que a redugdo de ions ouro
estd intimamente relacionada a presenca dos grupos funcionais carbo-
xilico, amina, fosfato e hidroxila?®. Esses grupos atuam como agentes
redutores para a redugdo do ion metdlico para nanoparticulas meta-
licas. Especialmente a conversdo do grupo CO dos terpenos para o
grupo —COOQO pode ser responsével pela redugdo de Au+ para Au0%°,

Na Figura 12, é apresentado o espectro de FTIR do latex da Euphorbia
tirucalli, que simplificadamente neste trabalho é chamado de Eufol, na
mesma figura é apresentado o espectro das nanoparticulas de ouro
(AuNPs) produzidas por meio de uma reagéo de redugdo ocasionada
por este latex. Durante o processo de producdo das AuNPs, o reco-
brimento da superficie das particulas por compostos antioxidantes
do tipo flavonoides e polifendis provenientes do Eufol aumenta sua
estabilidade 64. Esse processo de reducdo é acompanhado pelo des-
locamento do pico no nimero de onda de 3.419 cm™ para 3.400 cm™,
o qual é atribuido a vibrag6es de estiramento do grupamento hidroxila
(vOH). Um comportamento semelhante é observado com o desloca-
mento de 1.456 para 1.419 cm™ em decorréncia das deformagdes de
flexdo do grupamento metileno (8CH) e estiramento da ligag&o C-C®%.
Outros grupamentos funcionais que desempenham papéis importantes
na producéo e estabilizacdo de AuNPs sdo as aminas priméarias (vNH)
e carbonilas (vC=0), que se encontram extensamente presentes em
compostos polifenélicos. No espectro de FTIR, destacam-se também
as vibragdes de estiramento do grupo funcional alcano (v,CH,), que
ocorre na regido de 2.972 cm”, e do grupo amida primdria com suas
bandas em 1.617 cm™ (vC=0) e 1.405 cm-1 (3CH).
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Figura 12: Espectro de FTIR de nanoparticulas de ouro com latex de

eufol em micro-ondas
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Fonte: Lunardi, C.N. (2018) &,

Espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS)

A espectroscopia Raman intensificada por superficie aumenta o espa-
lhamento Raman de moléculas adsorvidas na superficie de metais,
sendo efetiva para o estudo das propriedades de superficie interfa-
ciais, como a interacdo de biomoléculas com a superficie de metais®®.
Os processos de modificagdo quimica das superficies podem ser
relevantes para estabilizar o substrato, criar afinidade especifica com
o objeto de estudo, servir de padrdo para medidas quantitativas e
melhorar a reprodutibilidade?: %67, O fator contribuinte dominante para
a intensificacdo do espalhamento Raman € o efeito de Ressonancia
Plasmonica de Superficie (SPR), que as nanoparticulas metdlicas apre-
sentam. Esse efeito é abordado, preferencialmente, nas nanoparticulas
de metais nobres como o ouro e a prata por serem estdveis no ar e
apresentarem SPR nos comprimentos de onda mais utilizados para
andlises de Raman™. A intensificacdo do espalhamento Raman pode
chegar a ordem de magnitude de 10" vezes comparado com o sinal
fraco inerente das moléculas, sendo dependente do tamanho e forma
das nanoparticulas de ouro™. Na Figura 13, observa-se um exemplo de
caracterizagdo por meio da técnica de Raman apresentando o efeito
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SERS da associagdo de corante e DNA a superficie de nanoparticulas
de ouro, amplificando o sinal de Raman e permitindo o uso desta como
sensores,

Figura 13: Espectros Raman de oligonucleotideos de DNA modificado
cy5 puro (sem nanoparticulas de ouro, preto) e nanossondas Au

(nanoparticulas de ouro conjugadas com oligonucleotideos DNA cys5,

vermelho)
1
{ 0 Contagem
-;- ] Eg 4000
o0 = A @
. ] o -
AR B S8R O\ &
o 1 = AR L 1
o° | ! \
o | | @ v
=l ] 2 A et 3
n @ .
c | ) !
g | W AN v
4 LV ¥ 3 4
£ ] ./ . M’ NV ¥ _AUNPs-DNA/cyS
i " DNAfcyS
- ONAys
500 1000 1500 2000

Desvio Raman (cm?)
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Eletroquimica

A caracterizagdo eletroquimica é uma técnica utilizada, geralmente,
quando se quer avaliar a atividade de um sensor ou de algum substrato
condutor apds a sua modificagdo. A voltametria ciclica é importante
para obter informacgdes sobre o potencial redox e as rea¢des eletro-
quimicas de solucdes de analitos. Nessa técnica, a voltagem é medida
entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo de trabalho, enquanto a
corrente é medida entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar. As
medidas obtidas sdo inseridas em graficos de corrente vs. voltagem,
obtendo um gréafico conhecido como voltamograma. Durante o pro-
cesso ciclico, parametros importantes a serem avaliados s&o os picos
catddicos e anddicos, e, quando houver correspondéncia entre eles,
o grafico fornece informagd&es sobre a reversibilidade da reacdo*:. A
velocidade de varredura é um fator critico, pois sua variacédo produz
resultados diversos correspondentes devido a necessidade de tempo
para que as reagdes quimicas ocorram de forma significativa® ® 73,
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Nanoparticulas de ouro podem ser diretamente eletrodepositadas em
eletrodos, tornando o processo eletroquimico multifuncional, ou seja,
a técnica eletroquimica é utilizada para a modificagdo com AuNPs e
posterior caracterizagdo do material condutor. A modificacdo do ele-
trodo com AuNP geralmente consiste em um processo de nucleagéao
e crescimento divididos em duas etapas eletroquimicas de diferentes
potenciais. A etapa de nucleacgdo é tipicamente realizada em poten-
cial mais elevado determinando a uniformidade e a distribuicdo das
AuUNPs, e o crescimento em um potencial menor determina precisa-
mente o tamanho das nanoparticulas até sua coalescéncia 28374, Por
exemplo, Eletrodos Interdigitados de Carbono nanométrico (EIC) foram
recobertos com AuNPs, de diametro entre 90 nm €150 nm (Figura 14
D ,E), em duas etapas de eletrodeposi¢cdo: primeiro uma polarizacéo
direta de -0.9 V vs. Ag/AgCl é aplicada por 20 s promovendo a nuclea-
¢cdo uniforme, seqguida da aplicagdo de uma polarizacéo reversa mais
baixa de -0.7 V vs. Ag/AgCl por 40 s, para controlar o crescimento e,
consequentemente, o tamanho das AuNPs. O tempo de cada etapa
deve ser otimizado de acordo com a aplicacédo desejada. Tamanho, uni-
formidade e densidade das nanoparticulas de ouro tendem a aumentar
juntamente com o tempo de crescimento, que deve ser limitado para
impedir a coalescéncia das AUNPs*: 7,

A presenca de AuNPs pode ser determinada por meio da andlise e
da comparagédo do perfil do voltamograma ciclico antes e depois da
funcionalizac&o do substrato. Essa etapa de caracterizagédo pode ser
realizada em solugé&o de eletrdlito suporte (H,SO,, 0,5 molxL") ou em
solug&o com par redox como [Fe(CN)6]*/[Fe(CN),]* em 0,1 molxL™" de
KCl, que amplifica o sinal de corrente assegurando a sensibilidade do
sensor 7. A Figura 14 A mostra a diferenga entre o sinal eletroquimico
dos sensores EIC e AUNP/EIC. A corrente é medida em microampere
(nA) e o potencial é varrido de 0,0 a 0,6 volts com velocidade de 50
mVxs'. A intensidade da corrente é maior na presenca das AuNPs
devido ao aumento de transferéncia eletrénica que o ouro proporciona
na superficie, e o potencial de separagéo entre os picos catddicos e
anddicos diminui de 190 mV para 85 mV. Os picos de corrente em rela-
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¢do ao potencial sdo dependentes da velocidade de varredura, como
evidenciado na Figura 14 B, e a relagéo do pico de corrente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura exibe um grafico com relagéo

linear (Figura 14 C), sugerindo um processo de difusdo controlada
quasi-reversivel 45,

Figura 14: (A) Voltamograma ciclico de EIC e AUNP/EIC em 10 mM
[Fe(CN),]* em solug&o de 0,1 molxL" de KCl com velocidade de
varredura de 50 mVxs™. (B) Voltamograma ciclico de AUNP/EIC em
10 mM [Fe(CN),]* em solug&o de 0,1 molxL" de KCI com velocidade
de varredura variavel, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mVxs"
(curvas a - j respectivamente). (C) Relacéo entre o pico de corrente e
a raiz quadrada da velocidade de varredura. Imagens de Microscépio

Eletronico de Varredura (MEV); (D) EIC, e (E) AUNP/EIC
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Fonte: adaptada de Rocha F.S (2015) ™ e Sharma D. (2017) .

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises de MEV apresentam uma indicacéo clara sobre a forma
e o tamanho das nanoparticulas (Figura 15). As AUNPs mostradas
apresentam dimensdes variando entre 25 nm e 40 nm, e essas parti-
culas apresentam formatos esféricos, bastdes, estrelas e triangulo. Na
literatura, também sdo descritas AuNPs no formato de discos, prismas
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e outros®. Para se controlar a forma e o tamanho dessas particulas,
utilizam-se alguns agentes de controle, tais como surfactantes orga-
nicos, entre eles o brometo de hexadeciltrimetilamoénio (CTAB), cloreto
de hexadeciltrimetilaménio (CTAC); polimeros como polivinilpirrolidona,
(PVP), poli (cloreto de dialildimetilamonio) (PDAC) e polietilenimina
(PEI); sais inorganicos como nitrato de prata (AgNO,), bem como molé-
culas ou ions pequenos, por exemplo citrato.

Figura 15: Nanoparticulas de ouro observadas pela técnica de

microscopia eletrdnica de varredura. As particulas mostraram forma

esférica, bastdes, estrela e tridangulos. Escala de magnificagdo
20,000x%

Fontes: Sotnikov, D. (2015), Salinas, K. (2014), Satija, J. (2010),
Liebig, F. (2016)77.
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Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS ou
EDX)

A andlise de EDS é conduzida para determinar os elementos presentes
nas particulas. Trata-se de uma técnica de microandlise quimica utili-
zada em conjunto com a microscopia eletrénica de varredura (MEV). A
andlise qualitativa envolve a identificagcdo das linhas no espectro e é
bastante direta, devido a simplicidade dos espectros de raios X 454, A
andlise quantitativa (determinacéo das concentracdes dos elementos
presentes) implica a medicdo das intensidades das linhas para cada
elemento na amostra, para os mesmos elementos nos padrdes de cali-
bragdo de composicédo conhecida.

O pico de adsorcéo 6ptica observado em aproximadamente 2,30 keV
é atribuido a adsorcdo de nanocristais de ouro devido a ressonancia
plasmonica da superficie. No caso do precursor biolégico Withania
somnifera, foram observados sinais de 4&tomos de ouro fortes em torno
de 2,30; 8,10; 9,40 e 11,30 keV . Na Figura 16, observa-se o mesmo
pico quando nanoparticulas sdo associadas a flavonoides (FAUNPS)
derivados de extrato retirado das folhas de B. lycium .

Figura 16: Perfil de EDS de nanoparticulas de ouro

1000

900

00

700
L e 2
= = = iy
E 500 - |§ E |

— Aull
— Aul.a

I I I I | I
000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Fonte: Riaz, S. (2020)"
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Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O microscopio eletronico de transmissdo é uma ferramenta muito pode-
rosa para a ciéncia dos materiais. Essa tecnologia pode nos informar
sobre a estrutura, cristalizacdo, morfologia e estresse de uma subs-
tancia. Nessas técnicas de MET e MEV, é amplamente considerado
o padrdo ouro para a caracterizacdo de nanoparticulas. A principal
diferenca entre as duas técnicas é a maneira como as imagens das
nanoparticulas sdo resolvidas. O MEV produz imagens 3D precisas
de particulas na dispersdo enquanto o MET produz imagens 2D que
requerem interpretacgdo adicional 2.

Materiais como virus, nanoparticulas ou agregados de polimeros dificil-
mente requerem qualquer preparagdo. No caso de estruturas maiores,
estas sdo geralmente cortadas em se¢des finas (<100 nm) para torna-
-las transparentes para o feixe de elétrons. Como pode ser observado
na Figura 17, a andlise indicou AuNPs esféricas e monodispersas com
tamanho entre 15 nm e 30 nm 353,

Figura 17: Nanoparticulas de ouro. (A) Histograma de distribuicéo de
tamanho de particula; (B) Uma imagem de nanoparticulas de ouro a

partir da micrografia eletrénica de transmisséo
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Fonte: adaptada de Sotnikov, D. (2015) ™.
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3. Consideracdes Finais

Estudos envolvendo nanoparticulas de ouro (AuNPs) vém contribuindo
de forma significativa para o campo da nanotecnologia, que € evi-
denciado a partir de suas inUmeras aplicag6es existentes e de muitas
outras importantes que podem ser esperadas em um futuro préximo.
As AuNPs existem h& muito tempo, mas, nas duas Ultimas décadas,
as suas aplicacdes dispararam devido ao avango das ferramentas
analiticas em nanoescala.

Como foi destacado neste capitulo, as AUNPs podem ter sua superficie
facilmente modificada, permitindo o seu uso em diversas aplicacoes,
tais quais: na construcdo de biossensores, sistema de liberacéo gra-
dativa de farmacos, lubrificantes, células solares, catdlise e outros
campos interdisciplinares da fisica, quimica, biologia, medicina e cién-
cia dos materiais.

Um esforgo considerdvel tem sido dedicado as técnicas de sintese para
construir nanoestruturas de ouro com uniformidade de distribuicéo
espacial e estabilidade melhoradas. Essas particulas sdo sintetizadas
convencionalmente por meio dos métodos de Turkevich, Brust-Schiffrin
e outros, e mais recentemente tem-se preferido a utilizagdo de méto-
dos verdes, pois eles sdo reprodutivos, eficientes e ecoldgicos. Esse
método de sintese favordvel ao meio ambiente para AuNPs pode ter
um grande potencial na producdo em grande escala para atender a
crescentes demandas comerciais e industriais por esses materiais nos
campos de entrega biomédica, farmacéutica, cosmética, alimenticia
e medicamentosa.
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