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RESUMO

Este trabalho apresenta uma nova alternativa para a sintese de nanoparticulas de ouro a partir
da mistura reacional de solu¢des do copolimero Pluronic F127 ( PLU) e acido tetracloroaurico (HAuCls),
catalisada por fotoexcitacdo com radiacdo UV 254 nm. A radiacdo UV promove a excitacdo dos ions
tetracloroaurato AuCls- que se desproporcionam sucessivamente até o estado de valéncia zero. O
copolimero PLU reduz os ions tetracloroaurato e estabiliza as nanoparticulas de ouro (AuNPs) em meio
aquoso, dando origem ao nanocompdsito hibrido AUNP-PLU. O estudo foi realizado variando-se a
concentracao de PLU na faixa de 0,1 a 10 mmol L1, enquanto a concentragédo de HAuUCIs variou de 1 a
4 mmol L1. Os dados do monitoramento da absor¢éo déptica da banda de ressonancia plasmonica de
superficie localizada das AuNPs, em funcéo do tempo de reacdo, sugerem uma cinética de reacao de
1° ordem com a constante de taxa ~0,40 s! para 0s hanocompdsitos sintetizados com concentragdes
de PLU > 1 mmol L e tempo de reagdo de 10 min. As micrografias dos nanocompositos obtidas por
MET revelaram AuNPs quase-esféricas e cristalinas, com diametro médio de 12 nm, enquanto o
didmetro hidrodindmico (Dn ) médio obtido por espalhamento dindmico de luz foi de 37 nm. Amostras
controle sintetizadas sem radia¢do UV tém didmetro médio das AuNPs de 19 nm e formato poligonal,
com Du ~ 50 nm. As andlises da distribuicdo do coeficiente de sedimentagéo aparente obtidas por meio
de ultracentrifugagdo analitica mostraram que a sintese fotoexcitada possui um Unico pico associado
ao coeficiente de sedimentacido para absorbancia em 260 e 530 nm, indicando a presenca de
distribuicdo de tamanho de nanoparticulas estreita, enquanto a amostra controle apresentou varios
picos indicando a elevada polidispersdo de tamanhos. Voltamogramas ciclicos mostraram que na
sintese sob fotoexcitac@o ocorre a redu¢éo completa dos ions de ouro em todas as concentracfes de
PLU estudadas, enquanto que, no caso da amostra controle esse efeito ocorre apenas para
concentragdes de PLU > 2 mmol L. Andlises termogravimétricas e de absorcdo atdmica dos
nanocompaésitos permitiram estimar a quantidade de PLU nos nanocompdsitos, mostrando que nas
amostras fotoexcitadas € 5 vezes menor do que no AuNP-PLU controle, sem influenciar a estabilidade
dos respectivos coloides (~ 60 dias). Os dados de espectroscopia no infravermelho (FTIR-ATR) e de
Raman indicaram que as AuNPs estao ligadas, via coordenacéo, aos grupos éter do PLU . O tamanho
dos nanocompdsitos e das nanoparticulas de ouro variou com a concentracdo de PLU, e permaneceu
constante com a variagdo da concentracdo do precursor metalico. A mistura reacional otimizada para
a formacdo das AuNPs foi a de razdo molar HAUCIl4#/PLU=1. Ensaios bioldgicos in vitro em células
NIH-3T3 mostraram que os hanocompdésitos sao biocompativeis para tempos de incubacao de até 24h,

para concentracgfes de PLU < 0,18 mmol L e de Au® < 0,34 mmol L-1.

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro, Pluronic F127, banda plasm&nica, nanocompositos, cinética,

viabilidade celular.



ABSTRACT

This work presents a new alternative for the synthesis of gold nanoparticles catalyzed by
photoexcitation with 254 nm UV radiation from a reaction mixture prepared from triblock copolymers
(Pluronic F127 or PLU) and tetrachloroauric acid (HAuCls). UV radiation promotes the excitation of
tetrachloroaurate ions AuCls- which disproportionate successively to the zero-valence state. The PLU
copolymer also reduces the tetrachloroaurate ions and exerts the steric stabilizer function of the gold
nanoparticles (AuNPs) formed to form the AuNP-PLU hybrid nanocomposite. The monitoring of the
optical absorption of the localized surface plasmon resonance band (LSPR) of the AUNPs as a function
of the reaction time suggests a first order reaction kinetics with the rate constant ~0.40 s for the
nanocomposites synthesized with UV light at concentrations of PLU > 1 mmol L! where the reaction
time is estimated to be 10 min. Micrographs of the nanocomposites obtained by MET reveal quasi-
spherical and highly crystalline AuNPs with a mean diameter of 12 nm for the metallic core and a
hydrodynamic diameter of 37 nm due to PLU shell. Control samples synthesized without UV radiation
have AuNPs with an average diameter of 19 nm and a polygonal shape, with Dy ~ 50 nm. The analysis
of the apparent sedimentation coefficient distribution (Is-g*(S)) obtained by analytical ultracentrifugation
(SV-AUC) showed that the photoexcited synthesis has a single peak associated with the sedimentation
coefficient Szow 0f 947,10 S for absorbance at 260 and 530 nm indicating the presence narrow size
distribution of nanoparticles, while the control sample showed several peaks indicating the high
polydispersion of sizes. Cyclic voltammograms showed that in the synthesis under photoexcitation the
complete reduction of the gold ions in all concentrations of PLU studied is observed, whereas in the
case of the control sample this effect occurs only at concentrations of PLU >2 mmol L. The
thermogravimetric and atomic absorption analyzes of the nanocomposites allowed us to estimate that
the amount of PLU in nanocomposites obtained with photoexcitation is 5 times lower than in the AUNP-
PLU control, without influencing the stability of the respective colloids (~ 60 days). Infrared spectroscopy
(FTIR-ATR) and Raman spectroscopy data indicate that AUNPs are linked, via coordination, to the ether
groups of PLU. The size of the nanocomposites and the gold nanoparticles were altered with the PLU
concentration, and remained constant when the concentration of the metal precursor was varied. The
optimized reaction mixture for AUNP formation was the molar ratio HAuCl4+/PLU=1. In vitro biological
assays in NIH-3T3 cells have shown that nanocomposites are biocompatible for incubation times of up

to 24 hours for concentrations of PLU < 0,18 mmol Lt and Au® < 0,34 mmol L.

Keywords: gold nanoparticles, Pluronic F127, plasmon band, nanocomposites, kinetics, cell viability.
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(oo] gl o] (S TN (0] (01=) (o1 ¢= Lo [ AN 39

Tabela 3. Valores das concentracfes dos solutos em cada diluicio empregada no
ensaio de MTT: a concentracdo do PLU puro (solucdo aquosa); a
concentracdo de PLU nas dispersdes coloidais, a concentracdo de ouro
coloidal (Auo) e de nanoparticulas (AuNP-PLU) para os nanocompositos
AUNP-PLU:SF @ AUNP-PLUSA. ... 60
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Capitulo 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introducao

O fascinio pelo ouro € uma historia que se estende por milénios e este metal j&
desempenhou um papel importante em quase todas as areas da existéncia humana.
J& foi simbolo de riqueza, devocéao religiosa, amor, e até mesmo motivo de guerras
[1]. Esses significados prevalecem até hoje. No entanto, nos Ultimos anos surgiu um
novo tipo de interesse pelo ouro na comunidade cientifica. Cientistas descobriram que
na escala nanométrica (<100 nm) [2], as nanoparticulas de ouro, apresentam
propriedades Unicas que séo diferentes daquelas observadas para o0 ouro em escala
macroscopica. A cor, a resistividade elétrica, a temperatura de fusdo, a atividade
catalitica, de transporte, as propriedades 6pticas, entre outros, podem ser alteradas
com a morfologia (tamanho e formato) e funcionalizacdo da superficie das
nanoparticulas. Isso ocorre porque nessa nova escala efeitos quanticos, relativisticos
e de superficie passam a predominar. Por exemplo, com relacdo as propriedades
opticas exibidas por elas, o efeito plasmoénico caracteristico de sistema nanométricos
metélicos é muito sensivel a mudancgas no ambiente e a estrutura das nanoparticulas.

A biocompatibilidade do ouro, aliada as rotas quimicas para a sua produgéo,
tem possibilitado a sua aplicacdo em varias areas da nanomedicina [1,3]. Em
sensores, as hanoparticulas de ouro podem fazer parte de uma estrutura automontada
(filmes) ou ser dispersas em uma matriz polimérica [4]. Quando o maximo de
absorcdo da banda plasmonica se localiza na regido de 700 a 900 nm [1], as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) podem converter a radiacdo incidente em calor

qguando iluminadas com luz correspondente (NIR). Este é o principio da hipertermia



Capitulo 1 - Introducéo e Objetivos 2

utilizado na terapia fototérmica plasmonica para inativacao de células tumorais [5]. Em
outra abordagem, se funcionalizadas com polimeros ou proteinas elas podem atuar
como agente de entrega direcionada de farmacos (drug delivery) a um receptor
tumoral especifico [1]. Em muitos casos, a nanoestrutura de ouro forma um sistema
conjugado com farmacos (hidrofilicos ou hidrofébicos) e substancias auxiliares
(corantes, marcadores) podendo realizar imagens para obter o diagndstico, ou
monitoramento e tratamento da patologia, e por isso, sdo chamados de agentes
terandsticos.

As nanoparticulas de ouro também exibem grande capacidade de atenuacao
de raios X, sendo indicadas para melhorar o contraste em imagens de
Microtomografia Computadorizada (micro-CT). Esta caracteristica se deve a
combinacdo do seu numero atdmico elevado (Z=79) e a facilidade de ejetar elétrons
da camada mais interna (camada K) na presenca de raios X (indicado pelo valor de
K-edge). Portanto, o ouro apresenta uma vantagem em relacdo aos agentes de
contraste tradicionais, como o lodo (Z=53), ampliando os horizontes de aplicacéo de
sistemas contendo esse metal [6].

Todas as aplicacbes requerem a producdo de sistemas estaveis e
biocompativeis e de baixo custo, o que pode ser obtido por meio de rotas de sintese
quimica. Por exemplo, os métodos de sintese imida mediante a reducéo dos ions de
ouro (Au®* para Au®) na presenca de um agente redutor seguida da estabilizacédo
coloidal sdo os mais utilizados. Nanoparticulas de ouro em solu¢do aguosa podem ser
obtidas pelo método de Turkevich [7] que utiliza o &cido tetracloroaurico, HAuCls (fonte
de ions de ouro) e o citrato de sédio (agente redutor e estabilizador). Este processo
de sintese necessita de aquecimento e constante agitacdo. Os parametros que
influenciam na morfologia e tamanho da nanoparticula sdo a proporcéo dos reagentes
[8] e sua forma de adicédo [9], bem como a temperatura. Seguindo o protocolo original
obtém-se nanoestruturas de 10 a 20 nm com tempo de sintese que varia de 40 min a
270 min. Porém, o tamanho das nanoparticulas pode alcancar até 200 nm de acordo
com modificagdes no protocolo de sintese [1].

A sintese das nanoparticulas em meio organico (tolueno) pode ser obtida
empregando-se o método Brush-Schiffrin. Neste processo utilizam-se o surfactante
TOAB (brometo de tetraoctilaménio) para transferir os ions de ouro da fase aquosa
para a fase organica e o boroidetro de sodio (NaBH4) como agente redutor na

presenca de dodecanotiol (CHs(CH)11SH)). As nanoparticulas sdo estabilizadas com
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grupos tidis (-SH) e devido a forte interacdo ouro-tiol podem ser secas e
ressuspendidas em outros solventes. Essa sintese € realizada a temperatura
ambiente e mantida sob agitacdo durante um longo periodo de tempo (overnight)
produzindo nanoparticulas na faixa de tamanho de 1 a 5 nm [10].

Em outra abordagem, Sakai et al. [11] realizaram a sintese de nanoparticulas
de ouro utilizando apenas HAuCls e um polimero como agente redutor e estabilizador
coloidal. Este método tem se mostrado como uma alternativa promissora, quando
comparada aos demais, pois fornece como produto da sintese uma dispersao coloidal
pronta para uso. O procedimento de sintese consiste na mistura de solu¢cées aquosas
contendo polimeros (normalmente copolimeros em bloco do tipo poli(6xido de etileno)-
poli(6xido propileno)-poli(6xido etileno) indicados por PEO-PPO-PEO) e HAuUCls a
temperatura ambiente. Os autores empregaram uma proporc¢éo de mistura (10:1) para
ocorrer a reacdo redox e a concentracdo do copolimero de 2 mmol Lt que serve de
referéncia para muitos trabalhos. Nesta concentracdo as AuNPs sdo formadas apés
60 min do preparo da mistura. A proposta do mecanismo de formacdo das
nanoparticulas de ouro que foi apresentada teve como base a complexacédo dos ions
de ouro com os blocos hidrofilicos (PEO) e a sua reducdo concomitantemente a
oxidacdo do copolimero. O modelo foi desenvolvido a partir da andlise de dados de
espectroscopia de absorcdo no UV-vis e de microscopia eletrénica de transmissao. A
andlise dos espectros de UV-vis foi feita por meio do monitoramento da banda de
ressonancia plasménica de superficie localizada (LSPR) na regido préxima a 500 nm
e a banda de transferéncia de carga entre ligante e metal (LMCT), associada aos ions
de ouro, em 220 nm. Posteriormente, Sakai e Alexandridis investigaram o processo
de sintese de nanoparticulas com dimensdes na faixa de 10-20 nm variando a
concentragéo do copolimero ou do HAuCl4 [12]. Também estudaram a influéncia da
massa molar e das diferentes razdes PEO/PPO na formacdo das nanoparticulas
(nucleacédo e crescimento) [13]; investigaram a participacdo do bloco hidrofébico na
estabilizacdo das nanoparticulas e na reducao dos ions de ouro [14]; e também o tipo
de solvente e o efeito da temperatura na morfologia das nanoparticulas [15].

Um avango na sintese das nanoparticulas de ouro utilizando copolimeros é a
incorporacdo da radiagcdo UV na reacdo. A técnica de fotoativacdo oferece uma
maneira simples de produzir nanoparticulas quase monodispersas (estreita faixa de
distribuicdo de tamanhos) com garantia da sua reprodutibilidade [16] devido a

participacéo da radiagcdo UV como catalisador da reacgao.
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A sintese fotoquimica de AuNPs tem sido realizada empregando-se como
agente redutor e estabilizador das nanoparticulas surfactantes [17], homopolimeros
[18,19] e copolimeros [20,21]. As condi¢Bes de sintese: poténcia e comprimento de
onda da luz empregada, tempo de exposi¢cao, temperatura, concentragao, pH, entre
outros, variam de acordo com as caracteristicas desejadas para cada tipo de
nanoestrutura.

Recentemente, Santos et al. [20] testaram a possibilidade de sintetizar AUNPs
na presenga de Pluronic F127 por fotoreducdo (25W e com 320 < A < 400). Neste
estudo preliminar com modificacbes no método Sakai, empregou-se menor
concentracdo HAuUCIl4 e de proporgédo da mistura, e gotejar o precursor metalico na
solucdo copolimero e mantendo-a sob agitacdo por 120 min. A formacado das NPs foi
observada por meio de espectroscopia de UV-Vis. Com este procedimento a completa
formacdo das nanoparticulas com excitacao por radiacdo UV ocorreu em 60 min e
apresentou 0 mesmo comportamento da banda LSPR (~ 540 nm) obtido no processo
de sintese sem irradiacdo UV. O processo de sintese realizado a 60 °C apresentou
um pequeno deslocamento da banda LSPR para 554 nm, indicando a influéncia da
temperatura na formacao das AuNPs.

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas empregando-se o método de
sintese simples e ambientalmente limpo proposto por Sakai et al. [11], que utiliza o
HAuCls na presenca de copolimeros. Neste caso, foi empregado o Pluronic F127 e a
reacdo foi ativada com a incidéncia de radiacdo UV a temperatura ambiente. A
caracterizacdo dos nanocompodsitos sintetizados foi realizada em detalhes,
empregando-se pela primeira vez técnicas de caracterizacdo como a voltametria
ciclica e a espectroscopia no infravermelho (FTIR-ATR) e a ultracentrifugacéo
analitica, para monitorar o processo de formacdo das NPs de ouro, bem como as
caracteristicas dos coloides obtidos. Os dados das amostras sintetizadas com
fotoexcitagdo, foram comparados com os de amostras controle sintetizadas
seguindo-se o protocolo desenvolvido por Sakai [11] (sem irradiacdo UV). A cinética
e atermodinamica de formacéao das AUNPs em amostras controle foram determinadas
por meio da espectroscopia de UV-vis e de calorimetria de titulacdo isotérmica [22],
contribuindo para a elucidacdo do mecanismo proposto por Sakai e Alexandridis [13].
Foram realizados testes de citotoxicidade in vitro com os coloides sintetizados
incubados com células NIH-3T3 empregando-se o protocolo MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium).
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1.2 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar um nanocomposito estavel
e biocompativel contendo nanoparticulas de ouro e o copolimero anfifilico (Pluronic
F127) utilizando excitagdo com radiacdo UV 254 nm a temperatura ambiente, durante
0 processo de sintese.

Como objetivos especificos foram abordados:

i. O processo de sintese e caracterizacdo dos nanocompositos;

ii. A investigacdo da influéncia da radiacdo UV no processo de formacao
dos nanocompdsitos tendo como controle a sintese em iluminacéo
ambiente e sem iluminagéo.

ii.  Aavaliacdo da cinética e proposi¢cao de um mecanismo de formacao dos
nanocompositos;

iv. O estudo da influéncia da concentragdo dos precursores na morfologia
das nanoparticulas de ouro e na estabilidade do nanocompdésito;

v. Estudo do crescimento das nanoparticulas de ouro via técnica de
crescimento sucessivo mediado por sementes de Au(0);

vi. A avaliacdo in vitro da biocompatibilidade dos nanocompdsitos em
células NIH-3T3;

O trabalho desenvolvido esta organizado como: A primeira parte (Capitulos 2 e
3) compreende 0s conceitos basicos sobre a formacao e propriedades épticas das
nanoparticulas de ouro fundamentada em uma revisdo bibliografica. Em seguida, no
Capitulo 3 serédo detalhados os materiais e o processo de sintese das nanoparticulas
de ouro desenvolvido, bem como o protocolo adotado para o crescimento sucessivo
das nanoparticulas. Também serdo descritas as condi¢des experimentais utilizadas
em cada técnica de caracterizagao.

Na segunda parte (Capitulos 4 e 5) serdo abordados os resultados cientificos
decorrentes desse trabalho sobre a formacdo dos nanocompdsitos hibridos,
enguanto, no Capitulo 5 serdo apresentadas as conclusfes gerais e perspectivas.

Nos Apéndices serdo apresentados alguns dados e informacbes
complementares, e o trabalho publicado com as caracterizacbes das amostras

controle.



Capitulo 2

REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serd abordado o efeito plasmoénico responsavel pelas
propriedades Opticas das nanoparticulas e os fatores que alteram a sua resposta. Em
seguida, serd detalhado o processo de sintese Umida, bem como a sintese

fotoexcitada quando se utiliza copolimeros.

2.1 Nanoestruturas de ouro

O ouro possui uma combinacgdo Unica de propriedades fisicas e quimicas em
relacdo aos outros metais nos estados macro e microscopico. Na macroescala o ouro
€ conhecido pela sua cor amarela, pela estabilidade quimica e alto potencial redox.
Essas caracteristicas sédo consequéncia da sua estrutura eletrénica cuja compreensao
se origina na quimica quantica acoplada a teoria da relatividade de Einstein [1]. Na
nanoescala, sua configuracdo eletrébnica incomum é combinada com os efeitos de
dimensdo em virtude do aumento da razdo area/volume, fazendo com que suas
propriedades dependam dos efeitos de superficie.

A configuracdo eletrénica do ouro ([Xe]4f*5d1°6s') mostra que ele possui o
orbital 5d completo e um elétron desemparelhado no orbital 6s. Como ele possui
elétrons de valéncia no orbital 6s (mais externo) ocorrem efeitos relativisticos [1,23].
Isso significa que seus elétrons devem orbitar a uma velocidade proxima a da luz para
equilibrar a forte atracdo do seu grande nucleo. Esses elétrons agem como se
tivessem uma massa muito maior; assim, de acordo com a teoria especial da
relatividade de Einstein se a massa aumenta o comprimento L (neste caso, o raio da

orbita) deve diminuir. Esse efeito € conhecido como contragéo relativistica aplicado a
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todos os elementos que possuem Z (namero atdmico) > 50 [1]. Como consequéncia,
a transicao interbandas é favorecida devido ao estreitamento do gap de energia entre
a banda 5d e o nivel de Fermi (1,84 eV). O mesmo ndo ocorre com a prata (Z=47,
[kr]4d%5s?), que ndo possui efeitos relativisticos (Z=47) e a transi¢do interbanda
(4d — 5s) nado é favorecida porgue a energia do gap € maior (3,9 eV). Isso significa
gue na regido do visivel o ouro bulk ja sofre excitacdo (e absorcdo da luz), enquanto
a prata sofrera esse efeito apenas no UV (ultravioleta) o que justifica sua aparéncia
prateada e o amarelo do ouro bulk [1].

Ao diminuir a escala de tamanho essas diferencas se mantém e se tornam mais
especiais por conta do elétron desemparelhado do orbital s da banda de conducéo.
Ele fica mais susceptivel a agcdo do campo elétrico externo e, por conta disso, eles
serdo considerados como elétrons livres. Nessa condicdo, uma nuvem de elétrons se
movera deslocando-se sob influéncia do campo elétrico, ocorrendo a formacao de um
plasmon com o centro fixo. Se considerarmos a condicdo quase-estatica e sem a
propagacao dessa excitacao por uma superficie denomina-se plasmon de superficie
localizada [24].

A Figura 1 representa uma nanoparticula metalica esférica, homogénea e
isotrépica sob acdo do campo elétrico da luz em um momento t e t+T/2, onde T € 0
periodo de uma oscilacdo. Essa esfera € muito menor que o comprimento de onda da
luz (d<<A).

Campo elétrico

\J

Figura 1. llustracdo da interacdo da luz com uma nanoesfera metalica (d<<A). O campo elétrico produz

a oscilacdo coletiva de elétrons livres na superficie da nanoparticula.
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O campo elétrico em uma certa frequéncia induz a oscilacdo ressonante e
coerente dos elétrons livres do metal. Esta oscilacdo é conhecida como ressonancia
plasmoénica de superficie localizada (Localized surface plasmon resonance-LSPR).
Nessa condicdo a absorcdo € maxima e pode ser visualizada espectralmente na forma
de uma banda (banda plasmoénica) na regido do UV-Vis. Como esse efeito ocorre em
frequéncias especificas ele fornece informacGes importantes sobre o sistema
nanoparticulado. A cor das dispersdes coloidais, por exemplo, estd associada a essa
frequéncia de ressonancia (regiao de absorcao) e o que € visto € a cor complementar
daquela absorvida. Se uma dispersdo coloidal possui coloracdo vermelha suas
nanoparticulas necessariamente absorvem radiacdo em aproximadamente 520 nm
(verde), ou seja, a frequéncia de ressonancia da banda LSPR é de 576 THz.

Os principais fatores que alteram a frequéncia de ressonancia plasmonica de
superficie estdo apresentados na Fig. 2, tais como, o tamanho (a-d) e o formato (e)
da nanoparticula, além das caracteristicas do meio em que ela se encontra (f). A
interacdo entre particulas também altera o efeito plasmonico.

Quando a nanoparticula assume tamanhos da ordem do comprimento de onda
da luz visivel a absorcao deixa de ser a Unica contribuicdo do efeito plasménico. O
aumento do tamanho da particula provocara uma mudanca de fase da onda incidente
no interior das nanoparticulas promovendo efeitos de retardamento. Isso causara uma
inomogeneidade da polarizacédo e excitagbes multipolares [1,25]. Como resultado, a
frequéncia de ressonancia plasmoénica serd menor (maior comprimento de onda)
devido ao efeito de extincdo da luz, ou seja, uma contribuicdo da absorcdo e
espalhamento da luz como mostrado na Fig. 2(a-d). Visualmente observa-se a
alteracéo de cor da disperséo coloidal de pink-avermelhado para roxo como mostrado
em (a-b).

No caso de nanoparticulas anisotrdpicas tais como bastfes, elas apresentam
duas frequéncias de ressonéncia de plasmon: uma devido a oscilacdo transversal
(semelhante a uma esfera) em frequéncias maiores; e outra longitudinal em menores
frequéncias (maior comprimento de onda), como mostrado na Fig. 2(e), com
dependéncia da razdo de aspecto (comprimento x largura) [26]. Os motivos que
promovem esse deslocamento para regides com baixas frequéncia é analogo ao

discutido anteriormente.
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Figura 2. Modificacdes na banda plasménica devido: (a-d) tamanho; (e) formato e em (f) meio. Imagens

adaptadas das referéncias

.. ModificagBes na banda plasmdnica devido: (a-d) tamanho; (e) formato e

em (f) meio. Imagens adaptadas das referéncias [1,25,27,28].

Para nanoparticulas de ouro de mesmo tamanho imersas em meios diferentes,
suas propriedades tais como o indice de refracdo (n) e a permissividade dielétrica
(edier) dependem do meio como exemplificado na Fig. 2(f). Por exemplo, nanoparticulas
com 14 nm dispersas em agua com n = 1,33 e &diel = 1,77 apresentam um Aplasmon €M
519 nm segundo estudo tedrico realizado por H. Arvin [1]. A mesma nanoparticula

imersa em filmes na matriz de silica (n = 1,47, €diel = 2,16) apresenta 0 Aplasmon €M
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527 nm. Desta forma, o modelo eletrostatico (Teoria de Mie) que considera este
sistema como um dipolo quase-estético prevé que o meio influenciara na resposta da
nanoparticula ao campo elétrico incidente. A formacdo do dipolo prevista nesse
modelo e, portanto, a sua oscilacdo tera uma dependéncia direta com a
permissividade dielétrica (gdiet =n?)[1,24].

Portanto, as variaveis apresentadas acima mostram que através do efeito
plasmoénico (LSPR) é possivel controlar as propriedades 6pticas das nanoparticulas,

que por sua vez, podem ser definidas na sintese das nanoparticulas.

Sintese das nanoparticulas de ouro

Dentre os métodos para a sintese de nanoparticulas metalicas, a sintese
quimica em fase liquida é versatil e de baixo custo, quando se compara a outros
meétodos de producdo como a litografia de elétrons [27] e o crescimento epitaxial [29].
A reacgdo na sintese quimica ocorre em geral em uma fase liquida, necessita de um
precursor que fornece o material para a formacéo das nanopatrticulas, o sal de ouro,
sendo o mais comum o HAuCls; de um agente redutor que tem a fungéo de fornecer
elétrons durante a reacdo quimica (diretamente ou sob efeito de algum agente
externo) para reduzir os ions de ouro (Au3*) para a forma metalica (Au®); e a um agente
estabilizante para dispersar as particulas no meio desejado. Essa estabilizacdo pode
ser feita com a incorporacéo de moléculas carregadas na superficie da nanoparticula
gue as mantém afastadas por repulsdo eletrostatica; ou estérica, quando a
nanoparticula é recoberta com moléculas de cadeia longa (polimeros ou surfactantes)
gue devido a sua extensao impede a aproximacao das nanoparticulas. A razao entre
precursor metéalico e o agente redutor define a morfologia da nanoparticula

Em geral, o mecanismo mais aceito para a formacdo das nanoparticulas
metélicas envolve as etapas de nucleacdo e de crescimento. No caso das
nanoparticulas de ouro, a nucleacdo ocorre quando a concentracdo de ions em
solucéo ultrapassa uma certa concentragao critica levando a formacao de pequenos
aglomerados de atomos de ouro (Au®) denominados de nucleos ou sementes [30]; as
sementes mais proximas podem coalescer e formar clusters (~ 2 nm) em solucéo.
Uma vez que os ions de ouro sdo reduzidos a sua concentracdo no meio diminui
(abaixo concentracao critica) e ndo ha formacao de novos nucleos; a partir deste ponto

ocorre somente o crescimento dos nucleos ja existentes, favorecendo o crescimento
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da nanoparticula. Muitos fatores podem influenciar os processos de nucleacéo e de
crescimento das nanoparticulas metalicas alterando a sua morfologia como a escolha
do agente redutor, o metal precursor, o solvente, a concentragédo dos precursores, a
temperatura, o tempo de reacdo, entre outros [31]. O controle do tamanho das
nanoparticulas de ouro pode ser obtido adicionando-se o precursor metalico em uma
dispersdo contendo nanoparticulas. Neste caso, as nanoparticulas atuam como
sementes e catalisam a reducéo dos ions de ouro em solucéo [32,33].

A Fig. 3 apresenta uma ilustragdo da estrutura de uma nanoparticula de ouro
sintetizada em fase liquida onde se observam trés partes: os atomos internos
compactados em uma estrutura cristalina, outra composta pelos atomos mais externos
(atomos de superficie) e uma camada protetora formada por um ligante orgénico ou

surfactante [1].

Atomos de ouro na parte central
organizados em uma estrutura FCC

I
I
camada :
I

Figura 3. Modelo estrutural de uma nanoparticula de ouro. Adaptado da referéncia [1].

No caso das nanoparticulas de ouro, quando se considera uma arranjo-ideal
com minima energia, a estrutura cubica de face centrada (FCC) com orientacdo dos
planos cristalinos em {111} € mais favoravel, resultando numa nanoestrutura de
formato quase-esférico. Como 0s metais possuem a estrutura cristalina bem definida,

a energia de superficie depende da direcao cristalografica na sequéncia {111} < {100}
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< {110} de modo que o formato da nanoestrutura pode ndo ser esférico, uma vez que
0 surgimento de pequenas arestas se faz necessario para diminuir a energia de
superficie [1,30]. Portanto, para obter nanoparticulas pequenas com simetria esférica
€ preciso expor planos cristalinos de altos indices na superficie externa, o que resulta
em um aumento substancial na energia de superficie [30].

Com relacdo a estabilizacdo das nanoestruturas, os ligantes ancorados nos
atomos da superficie sao responsaveis pela estabilizacdo e biocompatibilidade, além
de atuarem, em alguns casos, no controle do tamanho e formato da nanoestrutura
guando adicionados durante a reacdo redox. A escolha da molécula ideal para a
funcionalizacdo da nanoparticula bem como a forma de incorporacdo depende das
caracteristicas requeridas e tipo de aplicagéo.

Dentre os métodos de sintese aquosa de nanoparticulas de ouro o protocolo
de Turkevich é um dos mais antigos e vem sendo aprimorado ao longo do tempo
[9,34]. Esta abordagem utiliza o citrato de sédio como agente redutor dos ions de ouro
e estabilizador das nanoparticulas sintetizadas, em geral na faixa de 10-20 nm [1]. As
nanoparticulas coloidais sdo estabilizadas por meio de repulsdo eletrostatica devido
ao citrato de sédio, mas a medida que a reducdo ocorre as particulas pequenas
tendem a se agregar devido a “falta” de citrato para estabiliza-las aumentando a
dispersdo de tamanho. A incorporacdo de outro agente redutor, como o0 acido
ascorbico resulta em aumento de tamanho da nanoparticula (20-50 nm) e com menor
polidisperséo [1,35].

O método de Turkevich foi aprimorado por meio da incorporacdo de moléculas
organicas (CTAB, PEG [35] ou copolimeros anfifilicos [36]) para introduzir uma
repulsé@o estérica entre nanoparticulas, resultando em um sistema hibrido adequado
para aplicacdo em sistemas biologicos. Apesar dos progressos alcancados, este
processo de sintese tradicional possui algumas desvantagens, como a liberacdo de
subprodutos do agente redutor, exigéncia de altas concentragcbes de agentes
protetivos e multiplas etapas de sintese; aliado a isso, o0 aumento da estabilidade
promovida pela ligacdo quimica (ligacdo covalente) do ligante na superficie da
nanoparticula pode modificar a densidade eletrbnica alterando a sua propriedade
Optica [14]. Um método simples em uma Unica etapa, que permite controlar o tamanho
e o formato das nanoestruturas, promove a sua estabilizacdo e fornece
nanoestruturas coloidais que podem ser biocompativeis foi desenvolvido por Sakai e
Alexandridis [11].
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O meétodo desenvolvido por Sakai e Alexandridis [11] mistura os ions de ouro
AuCls ao produto da linha comercial Pluronic® que engloba a familia de copolimeros
em blocos com a estrutura do tipo PEO-PPO-PEO, sendo PEO: Poli(6xido de
etileno) e PPO: Poli(6xido de propileno). E utilizado como agente redutor dos ions de
ouro, ao mesmo tempo que produz a estabilizacdo do coloide. Em adic&o, no método
proposto a sintese é realizada em solugcdo aquosa, a temperatura ambiente e sem a
necessidade de produtos quimicos adicionais.

Varios estudos foram realizados sobre o método proposto por Sakai e
Alexandridis, de modo que o processo de formacdo das nanoparticulas de ouro
apresentado considera trés eventos sequenciais. Primeiramente, os ions de ouro
AuCls sao complexados com a cadeia do polimero por meio das pseudo “coroas” de
éter onde sdo reduzidos para a forma metélica (Au®) mediante a oxidacéo do polimero;
nesse momento, a contribuicdo dos blocos hidrofilicos (PEO) € mais significativa. Uma
vez que nucleos de ouro metalico (menos polares) sdo formados em solucédo, os
blocos hidrofébicos (PPO) adsorvem em sua superficie e a reducdo dos ions
circundantes se da preferencialmente nessa regido; desta forma, ocorre o crescimento
das nanoparticulas. A competicdo entre a reducéo dos ions de ouro na solucdo e na
superficie das sementes determina a morfologia da nanoparticula. O resultado da
competicao é influenciado pelas caracteristicas do copolimero em bloco (solubilidade,
formacao de micela, estrutura micelar) e pelas caracteristicas do meio (tipo solvente
e temperatura) [37]. Considerando-se 0 meio aquoso e a temperatura ambiente, a
dindmica de formacao das nanoparticulas depende, principalmente, da massa molar
do copolimero e da razdo entre os blocos PEO/PPO. Consequentemente, 0s
diferentes tipos de Pluronics tendem a favorecer a reducdo dos ions de ouro e a
formacdo das nanoparticulas na seguinte ordem P103 < P105 < F127 <F108 que
apresentam massa molar e razdo molar entre os blocos de 4950 g mol L e 0,56; 6500
gmol Lt e 1,36; 12600 g mol L* e 3,07; e 14600 g mol L e 5,28, respectivamente
[14]. Quanto maior a massa molar e o comprimento dos blocos hidrofilicos mais forte
sera a interacao ion-dipolo entre os ions de ouro e o par de elétrons isolado dos
atomos de oxigénio do PEO; mais ions de ouro poderao ser reduzidos o que leva ao
aumento do tamanho da nanoparticula. Uma vez escolhido o tipo de copolimero, o
tamanho da nanoparticula também pode ser controlado variando-se a concentracao
do copolimero e a do ion metélico. Por outro lado, alterando-se as condi¢cdes de

sintese, como por exemplo a temperatura, havera um aumento da hidrofobicidade do
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copolimero devido a desidratacdo dos blocos de PEO e PPO diminuindo a
concentracdo micelar critica (CMC) do copolimero. Como consequéncia, a reducao
dos ions de ouro na superficie das sementes ja formadas é favorecida em relagéo a
reducdo no meio (bulk) e, portanto, as nanopatrticulas tendem a ser maiores [37].

Entre as diversas opc¢bes de copolimeros em bloco do tipo PEO-PPO-PEO
disponiveis no mercado o Pluronic F127 possui algumas caracteristicas importantes,
tais como: ndo-toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de ser
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) o que permite a sua aplicagdo em
humanos [38]. Tem sido amplamente utilizado na administracéo e liberagédo controlada
de farmacos ou fotossensibilizadores [39] por ter uma estrutura quimica anfifilica e
formar estruturas auto organizadas [40,41].

A estrutura quimica do Pluronic F127 consiste em um arranjo linear composto
por 100 unidades repetitivas de 6xido de etileno (EO) nas extremidades e 65 unidades
de 6xido de propileno (PO) no centro, conforme a ilustracdo da Fig. 4(a). E um
copolimero tribloco neutro e a grande quantidade de grupos de 6xido de etileno
garante a sua solubilidade em agua [40]. A Fig. 4(b) apresenta o arranjo da cadeia
anfifilica do F127 (PLU) em solu¢do aquosa com a concentracdo menor ou maior do
que a CMC igual a 0,6 mmol L a 25°C [42].

(a) hidrofébico

hidrofilico CH, hidrofilico
CH CH
H
H > 2\ = e N -~ : N\ OH
0 CH, 0o CH, o CH,
100 65 100
X J J AN J

(EO)0 (PO)gs (EO) 100

Figura 4. (a) Estrutura quimica do Pluronic F127 (PLU) sendo EO o 6xido de etileno (hidrofilico) e PO
0 6xido de propileno (hidrofobico); (b) llustragédo do regime ndo micelar (concentragcdes abaixo da CMC)

e micelar (concentracdes de PLU acima da CMC).

As cadeias do copolimero PLU, em concentracdes abaixo da CMC, se
dispersam em solucdo com ordenamento preferencialmente na superficie do liquido
devido a forte aversédo a agua sofrida pelos blocos hidrofébicos. Com o aumento da
concentracdo de PLU (> CMC) a interface ar-agua fica saturada de moléculas e



Capitulo 2 - Revisédo da Literatura 15

estruturas auto organizadas (micelas) se formam espontaneamente para minimizar a
energia do sistema. Esse arranjo é causado pela aproximacao dos blocos hidrofébicos
(apolares - PPO) que ndo possuem afinidade com a 4gua, mas possuem afinidade
entre si, e pela exposicao da parte hidrofilica (PEO) ao meio aquoso promovendo a
estabilidade do sistema [43]. O resultado é a formacdo de uma estrutura “core-shel”
(nucleo-casca) formada pelos blocos PPO e PEO, respectivamente, conforme a
ilustracdo da Fig. 4(b). Esse arranjo micelar favorece a incorporacdo de outras
moléculas (corantes, farmacos e entes bioldgicos) bem como facilita a formacao de
nanoparticulas, por exemplo as de ouro, que foram sintetizadas neste trabalho.

Nanoparticulas de ouro podem ser preparadas com diversos tipos de polimeros
com a sintese fotoassistida [17,18]. Neste caso, a radiacdo UV ativa a reacéo redox
permitindo o controle da reacdo (nucleagdo e crescimento) [32], garantindo a
reprodutibilidade e faciltando a producdo em larga escala. Em adicdo, as
nanoparticulas tendem a ser monodispersas com uma diminuicdo consideravel do
tempo de sintese.

O estudo realizado por Teixeira et al. [18] mostrou que € possivel sintetizar
AuNPs esféricas utilizando a polietilenimina (PEI) como agente de nucleacédo e
estabilizador das nanoparticulas com a sintese impulsionada por radiacdo UV (254
nm, 16W). O grupo amina (-NH2) presente nesse polimero em condi¢des normais de
temperatura e iluminacdo apresentam poder de reducdo muito baixo e por isso, a
presenca da radiacdo UV na reacao redox é fundamental para a reagdo ocorrer em
30 min. Variando-se a razao molar entre PEI/ HAuCls é possivel obter nanoparticulas
entre 100 e 8 nm.

Solugdes contendo surfactantes idnicos (anidnicos: SDBS e SDS e catidnicos:
DTAB e CTAB) e nao-ionico (Triton-X-100) foram utilizados por Shang et al. [17] para
reduzir os ions tetraclorodurico AuCls com a sintese sob irradiagdo UV (300 W) a
temperatura ambiente por 12h. Mantendo-se a mesma concentracao dos reagentes e
alterando-se o tipo de surfactante observou-se que nanoparticulas de ~5 nm sé&o
formadas quando se utiliza o surfactante anidnico. A repulséo eletrostatica entre a
superficie negativa das micelas de SDS e SDBS repelem os ions AuCls dificultando
a sua reducéo. Por outro lado, surfactantes catidnicos (DTAB e CTAB) promovem a
atracdo entre o surfactante e os ions de ouro facilitando a interacdo e reducdo. O
resultado sdo AuNPs com diametro meédio de ~ 20 nm. E com o surfactante n&o iénico

0s ions sao atraidos para o nucleo hidrofébico do sistema micelar onde séo reduzidos,
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e o tamanho adquirido € intermediario. Por outro lado, Mallick et al. [32] mostrou que
€ possivel sintetizar maiores AuNps (~ de 80 nm) utilizando o surfactante Triton-
TX-100 por sucessivas etapas de adi¢do de ions de ouro e 60 min irradiacdo UV (15W,
254 nm).

Com o copolimero tribloco Pluronic F127, Santos et al. [20] mostraram que
AuNPs de 4 nm podem ser preparadas com irradiacdo da mistura reacional por 2h a
60°C. Esta reacao ocorre sob agitacdo. Isso facilita a difusdo dos ions ao mesmo
tempo que impede o crescimento das AuNPs.

2.2 Aplicacdes

As nanoestruturas de ouro podem ser empregadas em diversas areas da
nanomedicina devido a presenca de propriedades Unicas exibidas pelas AUNPs nessa
escala. Elas podem atuar como sensores quimicos ou biolégicos quando suspensas
em um meio liquido ou dispersas em uma matriz polimérica; e a interacdo das AUNPs
com a substancia que se deseja produz um sinal detectavel que pode ser pela
alteracdo das suas propriedade 6tica (banda LSPR e/ou cor dispersdo) ou eletrénicas
(condutividade)[44,45].

Por outro lado, as AuNPs podem atuar no diagndstico, como por exemplo,
agente de contraste. Devido ao seu elevado niumero atbmico e ao maior tempo de
circulagdo no organismo o ouro coloidal tem se mostrado como uma alternativa
promissora na Microtomografia computadorizada (micro-CT)[6]. Elas também podem
atuar como agente de contraste na imagem fotoacustica guiada por ultrassonografia
como mostra o trabalho de Nam et al. [46].

As AuNPs também podem ser utilizadas na terapia fototérmica onde a
absorcéo da radiacao incidente é convertida em calor promovendo um efeito chamado
de hipertermia. Este aquecimento localizado causa a citotoxicidade da regido tumoral
contribuindo para o tratamento de diversas patologias. Para isto, a banda plasmoénica
(LSPR) das AuNPs devem estar localizadas na janela biolégica (~ 700 nm)[47].

Recentemente, Simon etal. [48] utilizaram um nanocomposito hibrido
multifuncional, formado por nanoparticulas de ouro e PLU para aplicacdo na terapia

fotodindmica. O nanocompdsito combina o sinal SERS (Espalhamento Raman de
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Superficie Intensificada) produzido pelas nanoparticulas e a fluorescéncia de
moléculas de azul de metileno adicionadas na cadeia do PLU.

A funcionalizagdo das AuNPs com polimeros podem formar um nanocompdsito
hibrido que possibilita a incorporacdo de farmacos ou entes biologicos. Neste caso,
as AuNPs podem atuar como um agente de entrega direcionado (drug delivery) e atuar
simultaneamente no diagnadstico e tratamento de doencas[45].

E, nanoparticulas de ouro pequenas (< 5 nm) possuem atividade catalitica
podendo promover reacdes quimicas, tais como, a producdo de espécies de
oxigénios reativos (ROS). Isso se deve a elevada area superficial que altera a

estrutura eletrbnica dos atomos de superficie em AuNPs menores.



Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

Os materiais e os procedimentos experimentais empregados na sintese dos
nanocompaositos e as configuracdes de cada técnica utilizada na caracterizacdo dos

nanomateriais produzidos serdo descritos neste capitulo.

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados neste trabalho, fornecidos pela Sigma-Aldrich e usados
sem purificagé@o adicional foram: o 4cido tetracloroaurico tri-hidratado (HAuCls-3H20;
393,83 g.mol!) como fonte de ions de ouro Au3*; o copolimero tribloco poli(6xido
etileno)io0-poli(oxido propileno)ss-poli(oxido de etileno)ioo comercialmente disponivel
como Pluronic F-127 (12.600 g mol?); e o cloreto de ftalocianina de aluminio - AICIPc
(C32H16AICINs, 574,96 g mol ™). As solucdes foram preparadas com agua ultra-pura de
resistividade de 18 MQ cm fornecida por um purificador Millipore (Mili-Q). A solucéo
de AICIPc foi preparada em solvente organico (etanol) e dissolvida na solugédo aquosa
de PLU seguindo o protocolo estabelecido por Py-Daniel et al. [41] com concentracéo
de AICIPc igual a 5ug/mL.

Todas as vidrarias utilizadas foram previamente limpas com solugcdo de
HCI/HNOs (agua régia) preparadas numa propor¢do em volume de 3:1, enxaguadas

varias vezes com agua ultra pura.
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3.2 Sintese dos nanocompadsitos AUNP-PLU

Inicialmente as solugbes estoque de copolimero Pluronic F-127 (PLU) e de
HAuCls foram preparadas com agua ultra-pura e deixadas overnight a 10 °C, a partir
das quais foram obtidas nove solucdes de PLU com as concentragdes: 0,1; 0,3; 0,5;
1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mmol.L* e quatro concentracées de HAuUCIls com as
concentracdes: 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mmol.L1. A faixa de concentragdes de PLU adotada
abrange pontos acima e abaixo da CMC do copolimero [42].

O protocolo utilizado para a sintese dos nanocompaésitos AUNP-PLU consiste
no preparo de misturas reacionais (3 mL) a partir das solu¢cbes aquosas de PLU e
HAuCls na proporcdo em volume de 10:1 [11]. Cada mistura foi preparada em um
béquer de vidro borossilicato e agitada manualmente por 10 s. Em seguida, a solucao
foi transportada para a camara de reacdo com exposi¢ao a radiacdo UV (254 nm,
16W) a 25° C (Apéndice E), permanecendo por um periodo de até 50 min necessario
para a formacao das nanoparticulas.

Dois tipos de amostras controle foram preparados de modo analogo, porém
sem a presenca da radiacdo UV. Essas amostras foram deixadas sobre a bancada
com exposicao a luz e temperatura ambientes (23 °C). No segundo caso, as solucdes
foram mantidas em local escuro (sem luz e a temperatura de 23 °C). Nestes dois
procedimentos, 0 periodo necessario para a formagcdo das nanoparticulas foi de até
300 min.

A Fig. 5 apresenta a ilustracéo dos procedimentos adotados para a sintese dos

nanocompaositos preparados neste trabalho.

camara de reagdo

$ AuNP-PLU
PLU > rs,e.\"
HAuCl, 5 <
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Figura 5: llustracdo das etapas de sintese dos nanocompdsitos: preparo da mistura reacional com as

solugbes de PLU e HAUCIs; em seguida, essa mistura € fotoexcitada com radiagdo UV (254nm, 16W)
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na camara de reacéo (25°C) ou deixada sob a bancada com ou sem iluminacdo ambiente a 23°C. Apos

um certo intervalo de tempo observa-se a alteracao de cor da solucao.

A Fig. 6 apresenta a camara de reacado construida para a sintese fotoexcitada.
Ela consiste em uma caixa com dimensdes de 31x16x12 cm revestida internamente
com material refletor. Na parte superior ha uma fonte de radiacdo UV composta por
duas lampadas de vapor de Hg (Osran), 254 nm, cada uma com poténcia de 8 W,
localizadas a 10 cm da amostra. Em um dos lados foi fixado um exaustor para evitar
0 aquecimento interno (Fig. 6b) e uma sonda (termdmetro) foi colocada dentro da
camara para monitorar a temperatura durante o processo de sintese fotoexcitada (Fig.
6¢).

Figura 6: Camara utilizada na sintese fotoexcitada dos nanocomplexos AuNP-PLU. (a) parte interna
revestida com papel laminado e com duas lampadas UV (254 nm e 8 W cada); (b) ventilador fixado na

lateral na parte lateral (c) termopar para monitorar a temperatura a mostra.

Os dois conjuntos (I e Il) de amostras sintetizadas neste trabalho estdo
descritos na Tab. 1. No conjunto | avaliou-se o efeito da concentragéo de PLU (0,1 a
10 mmol L?) na formacédo dos nanocompdsitos mantendo-se fixa a concentragdo do
precursor metalico em 2mmolL?!. Essas amostras foram nomeadas,
sequencialmente de 1 a 9, de acordo com o0 aumento da concentragao de PLU. Dentro
desse conjunto também se avaliou o efeito da radiacdo UV na formacédo dos
nanocompositos. Para isso, amostras controle foram preparadas nas mesmas
concentracfes e mantidas a luz e temperatura ambientes (23 °C). Essas amostras
foram identificadas com a mesma sequéncia numérica seguida da indicagdo “A”,
ambiente, portanto foram sintetizadas as amostras AuNP-PLU:1A, AuNP-PLU:2A,
AUNP-PLU:3A, AUNP-PLU:4A, AuNP-PLU:5A, AuNP-PLU:6A, AUNP-PLU:7A, AuNP-

PLU:8A e AuNP-PLU:9A. Enquanto as amostras que foram expostas a radiagdo UV
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foram indicadas por “F”, de fotoexcitagdo, e nomeadas como AuNP-PLU:1F, AuNP-
PLU:2F, AuNP-PLU:3F, AuNP-PLU:4F, AuNP-PLU:5F, AUNP-PLU:6F, AUNP-PLU:7F,
AuUNP-PLU:8F e AuNP-PLU:9F. Conforme foi mencionado, outra amostra controle foi
preparada sem a presenca de luz, indicada por “E”, de escuro, apenas a AuNP-
PLU:5E. Resumindo, os nanocompoésitos nomeados por AuNP-PLU:5F, AuNP-
PLU:5A e AuNP-PLU:5E correspondem as amostras com 2 mmol L* de PLU e de
HAuCls sintetizados com radiagcdo UV (fotoexcitagédo), com luz ambiente e no escuro,

respectivamente.

Tabela 1. Identificagdo dos nanocompositos AuNP-PLU: X preparados neste trabalho, em que “X”
representa um nimero de 1 a 12. No conjunto | (amostras de 1 a 9) a concentracdo de PLU variou de
0,1 a 10 mmol L't com HAuUCI; fixo em 2 mmol L. No conjunto Il a concentracéo de PLU permaneceu
constante e a concentragdo de HAuCIs variou de 1,0 a 4,0 mmol L1. A indicacdo “F”, “A” e “E” foi

utilizada para diferenciar as amostras fotoexcitadas e amostras controle (ambiente e escuro),

respectivamente.
uv Luz ambiente Sem Luz
(Fotoexcitacéo - F) (Ambiente - A) (Escuro - E)
AuNP-PLU:X
[PLU]  [HAUCI4] [PLU]  [HAUCl4] [PLU]  [HAUCl4]
(mmolL?)  (mmolL?Y) (mmolL?) (mmolL?) (mmolL?%) (mmollL?)
1 0,1 2,0 0,1 2,0 - -
2 0,3 2,0 0,3 2,0 - -
g 3 0,5 2,0 0,5 2,0 - -
]
= 4 1,0 2,0 1,0 2,0 - -
S
5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
6 4,0 2,0 4,0 2,0 - -
7 6,0 2,0 6,0 2,0 - -
8 8,0 2,0 8,0 2,0 - -
9 10,0 2,0 10,0 2,0 - -
= 10 2,0 1,0 - - - -
8
S 11 2,0 3,0 - - - i
=
8 12 2,0 4,0 - - : .

O conjunto Il, que se refere apenas as amostras fotoexcitadas, a concentracao

de PLU foi fixa igual a 2 mmol L e variou-se a concentracdo de HAuUCI4 no intervalo
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de 1 a 4 mmol L1. Essas amostras foram nomeadas AuNP-PLU:10F, AuNP-PLU:11F
e AuUNP-PLU:12F e estdo listadas na Tab. 1.

A remocdo do excesso de PLU dos nanocompasitos foi realizada por meio de
centrifugacéo, (MiKro 22R, Hettich zentrifugen) a 12.000 rpm por 120 min a 10°C. Um
volume fixo (1840 uL) de sobrenadante incolor de PLU foi coletado e o corpo de fundo,

guando necessario, ressuspendido em agua ultrapura.

3.3 Crescimento das AuNPs via sementes de Au(0)

Uma aliquota dos nanocompoésitos AuNP-PLU:4F e AuNP-PLU:5F foi
empregada no processo de crescimento das NPs, fazendo-se uma adaptacédo do
protocolo utilizado por Mallick et al. [32]. As AuNPs presentes nos nanocompositos
serviram como centros de nucleacéo para o crescimento de novas AuNPs. Foram
adicionados fons de ouro Au(lll) a 0,1 mmol Lt (HAuCls) na propor¢céo em volume de
1:1, para um volume final de 3 mL, obtendo-se a razdo Au(lll)/Au(0) = 0,5 as amostras
AuNP-PLU:4F e AuNP-PLU:5F. A nova mistura reacional de cada amostra foi
fotoexcitada por 40 min até a formacéo do novos nanocompadsitos identificados por

AuNp-PLU:4F-grown e AuNP-PLU:5F-grown, respectivamente.

3.4 Técnicas de Caracterizacao

Espectroscopia no ultravioleta e visivel [49,50]. Os espectros de absorcéo
no UV-vis (intervalo de 185 a 900 nm) foram obtidos empregando-se o
espectrofotometro Shimadzu UV-2600, com resolucdo de 0,1 nm, a uma taxa de
varredura de 600 nm/min (0,1 s de integracdo por 1 nm) em cubetas de quartzo com
passo de 10 mm. Para o estudo cinético da formacao das nanoparticulas os espectros
foram adquiridos da seguinte forma: Inicialmente a cada 1 min de exposic¢ao a luz UV
por até 5 min; em seguida, a cada 5 min até 30 min de irradiagéo; e por fim, a cada 10
min até 50 min de fotoexcitacao, totalizando 13 espectros. As amostras controle (sob
luz ambiente ou no escuro) tiveram a mesma sequéncia de medidas até 50 min apos
a mistura. Como a reacdo é mais lenta, os espectros foram adquiridos em 60 min e

em intervalos de 30 min até atingir 300 min a partir do instante da mistura dos
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reagentes, totalizando 22 espectros. Esta técnica também foi utilizada para monitorar
a reprodutibilidade e a estabilidade dos coloides ao longo do tempo apds a sintese.

Espectroscopia no infravermelho [49,51]. Os espectros de infravermelho
foram adquiridos por meio de refletancia total atenuada (ATR) no espectrodmetro
Novertex 70, Bruker com resolucéo espectral de 4 cm™ e 1 varredura/min durante 27
min. Volumes de 10 uL da disperséo coloidal AUNP-PLU ou da solu¢céo de PLU puro
foram gotejados sobre o cristal de ATR e deixados secar. Nesse intervalo espectros
sucessivos foram registrados monitorando a faixa de estiramento da hidroxila da agua
(vO-H) para confirmar que a amostra foi seca antes de registrar seu espectro
caracteristico.

A técnica FTIR-ATR foi utilizada para estudar o comportamento estrutural da
cadeia do PLU e as modificacGes que foram causadas devido a presenca das AuNPs.

Espectroscopia Raman [52]. Os espectros Raman das amostras secas foram
adquiridos a temperatura ambiente com configuracdo micro-Raman (objetiva com
aumento 50X) utilizando-se o espectrometro triplo Jobin Yvon Model T64000 equipado
com um detector CCD (charge coupled device) refrigerado com nitrogénio liquido. A
linha de 633 nm do laser de He-Ne foi utilizado para excitar a amostra com intensidade
de aproximadamente 1,7 mW. Esta técnica foi utilizada para obter informac6es acerca
da localizacdo das AuNPs na cadeia do PLU.

Microscopia eletrénica de transmissado [53]. A morfologia das AuNPs foi
observada em micrografias obtidas no microscépio JEOL JEM-2100 a 200 keV. O
didmetro médio (Dm) e o indice de polidispersdo (o) dos nanocompdésitos foi
determinado por meio da constru¢ao histogramas de tamanho ajustados com uma
funcdo de distribuicdo log-normal. O didmetro de aproximadamente 900 particulas
medidos com o auxilio do software ImageJ em diferentes imagens de microscopia
foram usados para construir os histogramas. O excesso de PLU das amostras
analisadas foi removido por centrifugagao, conforme descrito anteriormente.

Espalhamento dindmico de luz - EDL [54]. O tamanho hidrodinamico (D)
dos nanocompdésitos foi determinado por meio de medidas EDL, e de mobilidade
eletroforética, respectivamente, realizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS® -
Malvern Instruments. As analises foram realizadas em um angulo de espalhamento
de 173° a 25°C utilizando o laser He-Ne de 4mW operado a 632,8 nm. As medidas

foram realizadas apos a sintese dos AuUNP-PLU sem diluicdo ou remocao do excesso
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de PLU. Para a determinagéo do Dn a viscosidade da solu¢do de PLU foi inserida no
software Zetasizer-Malvern.

Ultracentrifugacdo analitica [55]. Os nanocompdésitos AuNP-PLU:5F e
AuNP-PLU:5A, sintetizados por fotoexcitacdo e luz ambiente, respectivamente, foram
caracterizados pela metodologia da velocidade de sedimentacdo na
ultracentrifugacdo analitica usando uma ultracentrifuga Proteome-Lab XL-A / XL-I
(Beckman Coulter, EUA) equipada com um rotor de titanio An-60 Ti de 4 furos, células
com 12 mm de comprimento e peca central de duplo canal e janelas de quartzo
(Beckman, EUA). O setor de referéncia de cada célula foi preenchido com 425 pL de
agua deionizada e o setor de amostra com 400 pyL do nanocompa@sito sem 0 excesso
de PLU. O ensaio foi realizado a 2500 rpm a 20°C em um sistema a vacuo. A
absorbancia foi medida em dois comprimentos de onda (260 e 530 nm) em intervalos
de 2 min com resolucéo radial de 0,007 cm. Cerca de 50 varreduras foram coletadas
para cada comprimento de onda analisado antes da completa sedimentacdo das
nanoparticulas no interior da célula. As varreduras radiais foram analisadas usando o
modelo de distribuicdo de tamanho Is-g*(s) empregando o software SEDFIT v14.7
com 95% de confiabilidade. Por meio desta técnica estudou-se a uniformidade de
tamanho dos coloides sintetizados com radiacdo UV (AuNP-PLU:5F) e o controle
(AuUNP-PLU:5A) obtendo-se o coeficiente de sedimentacdo e a abundancia relativa
das nanoparticulas.

Analise termogravimétrica [51]. As curvas TG foram obtidas utilizando-se o
DTG 60 systems, Shimadzu, com taxa de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera
de Nz a partir da temperatura ambiente até 600 °C. Para obtenc&do do material sélido
a disperséo coloidal foi centrifugada e o corpo de fundo contendo AuNP-PLU foi seco
utilizando SpeedVac Concentrator, SPD121P, com Refrigerated Vapor Trap, RVT400,
Savant por 4 horas. Esta técnica foi utilizada para estimar o teor organico contido no
nanocompoésito AUNP-PLU. Uma vez que o ponto de fusdo do ouro ocorre a altas
temperaturas (~1000°C) [1] considerou-se que somente a fusdo do PLU ocorre no
intervalo analisado.

Voltametria ciclica [51]. Os voltamogramas ciclicos foram registrados com o
potenciostato Metrohm Autolab PGSTAT 204 numa célula de configuracdo de trés
eletrodos (eletrodo de referéncia Ag/AgCl, contra eletrodo de Pt e o eletrodo de
trabalho ITO com area ativa de 0,60 cm?) preenchido com as misturas de HAuCls, PLU

ou amostras de AuNP-PLU diluidas em KCI (0,1 mol L) (eletrélito suporte) na
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proporcéo de 1:1 v/v. As varreduras foram realizadas a 25°C a uma taxa de 50 mV s
no intervalo de 0,5 a 1,2 V sentido anddico . Antes de cada medida a cela foi purgada
com fluxo de N2 por 5 min. Os experimentos de voltametria ciclica foram utilizados
para obtencdo dos potenciais de oxidagédo e reducdo do PLU e do HAuCls e para
verificar a presenca de ions de ouro nao reduzidos na dispersao coloidal porque esta
técnica € muito mais sensivel a presenca de ions do que a espectroscopia de UV-Vis
comumente utilizada para este fim.

Espectrometria de absorcéo atdmica [56]. Essas andlises foram realizadas
no Laboratério de Analises Quimicas da SED-Mineracdo do estado de Goias, e
usadas para determinar a concentracdo de ouro (Au) nas amostras sintetizadas.

Calorimetria de titulacao isotérmica [57]. O nanocompdsito AUNP-PLU: 5A
sintetizado sob luz ambiente foi analisada por meio da técnica de calorimetria de
titulacao isotérmica (ITC) com o objetivo de obter os parametros termodinamicos do
processo de formacdo das nanoparticulas de ouro na presenca do PLU. As medidas
de ITC foram realizadas no calorimetro MicroCal VP-ITC (GE Healthcare Corporation).
Inicialmente, as solu¢des de PLU e HAuCl4 foram completamente desgaseificadas por
agitacao suave sob vacuo por 10 min. Em seguida, foi realizada a titulacdo do HAuCl4
e do PLU em agua destilada para determinar os calores de mistura e de diluicdo para
ser subtraido do calor encontrado na titulacdo do HAuCls em PLU. Posteriormente, a
célula amostra (1,44 mL) foi preenchida com solucdo de PLU a 2 mmol L e a célula
de referéncia com agua deionizada. A célula amostra foi mantida a 25°C em agitacéo
constante de 242 rpm pela rotacdo da seringa. A solucdo de HAuCls a 2 mmol L1
(titulante) foi colocada na seringa, de modo que a solugéo foi injetada na célula
amostra em 29 vezes. Na primeira etapa foram injetados 2 pL, enquanto as injecdes
subsequentes foram de 10 yL a uma taxa de 0,5 yL/s com intervalos de injecéo de
462 s. O calor de cada injecéo foi determinado pela integragdo da area de cada pico
correspondente ao calor liberado por segundos em funcdo da razdo molar
[HAuUCl4)/[PLUL.

Antes da realizacdo dos experimentos de titulacao isotérmica foi realizado um
experimento preliminar utilizando espectroscopia de UV-vis, para verificar se a reacéo
entra em equilibrio no intervalo estabelecido entre cada adi¢éo fracionada do HAuUCl4
e se 0 hanocompdésito produzido pela adi¢cao de volume fracionado de HAuCls ao PLU
ndo altera a formacdo do nanocompdsito e, consequentemente, as suas

caracteristicas oticas. O procedimento empregado consistiu das seguintes etapas: o
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volume de 300 uL de HAuCIls (2 mmol L) foi dividido para obter 20 adigbes de 15 uL
em uma solucéo de 2700 yL de PLU (2 mmol L), enquanto o espectro de UV-vis foi
adquirido apdos 4 min e ap6s 8 min da adicao de HAuCl4. Os dados obtidos indicaram
que as condi¢des necessarias para a realizacdo do estudo termodinamico por ITC ndo

alterariam as caracteristicas do nanocompasito produzido.

3.5 Ensaio bioldgico

A avaliagdo da biocompatibilidade dos nanocompdsitos produzidos foi
realizada in vitro com a linhagem celular de fibroblastos murinos (NIH-3T3, ATCC®
CRL-1658TM) que foi cultivada em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco® LifeTechnologies, Ltd., USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(v/v) (Gibco® Invitrogen™, USA) e 100 U mL! penicilina e 100 ug mL* estreptomicina
(Sigma—Aldrich) em uma incubadora com 5% CO2 e humidade 80% a 37 °C. Para a
avaliacdo da citotoxicidade, 5x102 células/poco foram semeadas em placas de 96
pocos. Apds 24 h, as células foram expostas as solu¢des de cultura contendo PLU ou
AuNP-PLU em diferentes concentracdes, em percentagem da concentracéo inicial de
PLU de 0,4 a 25,0%, e incubadas por 15 min ou 24 h. Para 15 min de exposic¢ao, foi
feita a remocdo das solucbes de tratamento, lavagem com PBS (2x) e
restabelecimento das condi¢gdes de cultivo por 24 h. A citotoxicidade foi determinada
por meio do ensaio MTT (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).
A solugdo MTT (0,5 mg/mL, 150 pL/poco) foi adicionada aos pocos e as células
incubadas por 2 h a 37 °C e 5% de CO2. O produto colorimétrico (cristais de formazan)
foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) e quantificado no espectrofotometro
(Molecular Devices SpectraMax, USA) a 595 nm. Foram realizados trés ensaios
independentes e, em cada ensaio, as concentracdes foram testadas em triplicata. Os
dados foram normalizados em relacdo ao grupo controle (células sem tratamento). A
analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 5 com analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey com significancia de p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo seréo apresentados e discutidos o0s principais resultados obtidos
sobre a formacao e caracterizacdo dos nanocompdsitos (fotoexcitacdo e controle)
formados por nanoparticulas de ouro dispersas em Pluronic F127 (PLU) produzidos

neste trabalho.

4.1 Formacgao dos nanocompaositos

Com o objetivo de avaliar o efeito da radiacdo UV na formacé&o dos
nanocompoésitos de ouro/pluronic, amostras controle foram preparadas a partir do
protocolo de sintese disponivel na literatura que emprega PLU para reduzir e dispersar
as AuNPs formadas [11,13,14].

As amostras AuNP-PLU:1A, AuNP-PLU:2A, AuNP-PLU:3A, AuNP-PLU:4A,
AUNP-PLU:5A, AuNP-PLU:6A, AUNP-PLU:7A, AUNP-PLU:8A e AuNP-PLU:9A, foram
sintetizadas em ambiente, enquanto a amostra AuNP-PLU:5E foi sintetizada a
temperatura ambiente e no escuro, cujas caracteristicas estdo listadas na Tab. 1.
Esses nanocompdsitos foram caracterizados por varias técnicas (descritas na secéo
3.5) cujos resultados permitiram estudar o processo de formac¢ao dos nanocompositos
controle e obter um parametro de referéncia para a sintese fotoexcitada.

Para a sintese dos nanocompositos sob irradiagdo UV, o primeiro passo foi
obter os espectros UV-vis para identificar as transi¢cdes eletronicas, caracteristicas das
solugdes de HAuUCls e PLU, com e sem fotoexcitacdo. Em seguida, a mistura reacional
(HAuCls + PLU) foi preparada e levada a camara de reacdo com fotoexcitacao pelo

mesmo intervalo de tempo.
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A Fig. 7 apresenta os espectros Uv-vis das solucdes precursoras de PLU e
HAuCls, ambos na concentracéo de 2 mmol L1, apés serem fotoexcitadas por 10 min.
A mistura reacional preparada nessas concentragdes no instante da mistura (t=0min)
e depois (t=10 min) da fotoexcitacdo que originou 0 nanocomposito AUNP-PLU:5F
escolhido como referéncia. Como controle, duas amostras foram preparadas nas
mesmas concentracdes e deixadas sob iluminacdo ambiente (AuNP-PLU:5A) e sem
a presenca de luz (AuNP-PLU:5E). Neste caso, o0 espectro foi adquirido apés 60 min

da mistura reacional.

4
'] — PLU em t=0 min
PLU em t=10 min
34 HAuCI, em t=0 min

- HAuCI4 em t=10 min

AUNP-PLU:5F em t=0 min
AuNP-PLU:5F em t=10 min
AuNP-PLU:5A em t=60 min (controle)
AUNP-PLU:5E em t=60 min (controle)

Absorbancia (un. arb.)

T T T T T T T T T T T T T
240 320 400 480 560 640 720
Comprimento de Onda (nm)

Figura 7: Espectros de Uv-vis das amostras: solugbes aquosas de PLU e HAuCls, ambas na
concentracdo de 2 mmol L? antes e depois de 10 minutos de fotoexcitacdo; o nanocompdsito
AUNP-PLU:5F em t=0 (ap6s a mistura dos precursores) e t=10 min de fotoexcitacdo; e as amostras
controle AuNP-PLU:5A e AuNP-PLU:5E ap6s 60 min da mistura, sob iluminagdo ambiente e sem luz,

respectivamente.

Observa-se nos espectros da Fig. 7 que as solucbes de PLU e HAuUCIs
irradiadas individualmente apresentam 0 mesmo espectro da condicdo sem
irradiacéo, indicando que o processo de fotoexcitacdo ndo promove mudancgas na
estrutura eletrdnica desses precursores. Observa-se no espectro da solugcdo de
HAuCls uma banda intensa na regiao de 220 nm relativa a transi¢cédo de transferéncia
de carga entre ligante e metal (T — 0*) conhecida como banda LMCT (ligand to metal
charge transfer transition) associada a presencga dos ions de ouro AuCls" no meio
aquoso. A solucao de PLU né&o apresenta nenhuma transigéo eletrénica na faixa do
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UV-vis investigada. Quando a mistura reacional € preparada (t=0 min) observa-se um
deslocamento da banda LMCT de 220 nm para 322 nm provavelmente devido a
coordenacao dos ions de ouro com a cadeia do PLU. Quando a mistura é irradiada
por 10 min observa-se a banda LSPR (ressonancia plasménica de superficie
localizada) em 526 nm, associada as nanoparticulas de ouro formadas, presentes no
nanocomposito AUNP-PLU. Por outro lado, amostras controle sintetizadas com luz
ambiente e no escuro (AuNP-PLU:5A e AuNP-PLU:5E) apresentam espectros
idénticos com banda LSPR em 536 nm apds 60 min, tempo necessario para a reducao
do AuCls e formagdo das nanoparticulas de ouro. Quando a reacdo ocorre na
presenca da luz UV, o espectro de UV-vis apresenta um pequeno deslocamento da
banda plasménica (LSPR) em relacdo as amostras controle para menores
comprimentos de onda (de 536 para 526 nm) indicando a formacdo de AuNPs
menores.

A morfologia dos nanocompdésitos sintetizados com e sem fotoexcitacdo foi
investigada por meio da técnica de microscopia eletrénica de transmissdo (MET). A
Fig. 8 apresenta imagens de MET e os histogramas de distribuicdo de tamanho
obtidos, ajustados com uma funcao de distribuicdo log-normal, dos nanocompasitos
AuNP-PLU:5F (a) e AuNP-PLU:5A (b). Os diametros médios obtidos (Dwm) foram de
12,2 +£0,2nm (0=0.2) e 18,5+0,2 nm (0=0,3) para os nhanocompaositos AUNP-PLU:5F
e AuNP-PLU:5A, respectivamente. Observa-se ainda que 0 nanocompdsito
AuNP-PLU:5F (Fig. 8(a)) sintetizado sob fotoexcitagdo (10 min) apresenta formato
guase esférico, enquanto o controle AUNP-PLU:5A (Fig. 8(b)) que foi deixado sobre a
bancada por 60 min apresenta um formato poligonal predominante, e diametro maior.
Nanoparticulas de ouro com diametro medio entre 20 e 30 nm preparadas pelo método
padrao utilizando citrato de soédio (método Turkevich) exibem banda LSPR em
525 nm. A amostra controle AUNP-PLU:5A que possui diametro médio semelhante
possui a banda LSPR em 536 nm. Esta diferenca é atribuida a presenca de polimero
na superficie das AuNPs que induz o deslocamento para o vermelho da banda
plasmonica devido ao aumento do indice de refragéo ao redor das AuNPs[48].

As imagens de microscopia eletronica de transmissao de alta resolucao
mostram o0s planos cristalinos das nanoparticulas de ouro (Fig. 8(c) e (d)). As
distancias interplanares d ~ 2,37 A correspondem aos planos cristalinos {111} da
estrutura fcc (cubica de face centrada) (Joint Committee on Powder Diffraction
Standards).
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Figura 8: Micrografias com escala de 0,5 pym e, inset com escala de 5 nm, para as amostras: (a)

AUNP-PLU:5F e (b) AuNP-PLU:5A. Micrografias de MET em alta resolucdo com indicacdo dos planos
cristalinos: ¢) AUNP-PLU:5F e em (d) AuNP-PLU:5A

Em resumo, observa-se nas imagens da Fig. 8 que as AuNPs sintetizadas sob
fotoexcitagéo apresentam um tamanho menor do que as AuNPs controle, assim como

uma polidispersividade menor. Estes resultados podem indicar que o processo de
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nucleacdo seja favorecido pela radiacdo UV permitindo que mais nanoparticulas
sejam formadas, enquanto, a fase de crescimento predomina na sintese nas
condicdes de ambiente. Como a reacao é catalisada pela radiacdo UV ndo se observa
as pequenas facetas visualizadas nas AuNPs controle criadas para diminuir a energia
superficial (veja secado 2.1.1).

Observa-se também nas micrografias da Fig. 8 (a) e (b), que uma quantidade
menor de polimero é adsorvida no nanocompésito fotoexcitado, quando se compara
a amostra controle. Para estimar a quantidade de polimero presente em cada um
desses sistemas, foram realizadas analises de termogravimetria do precursor PLU e
dos nanocompésitos AUNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A. As curvas TG da variacao de
massa (M) em funcéo da temperatura e a sua primeira derivada em relacdo ao tempo
(dM/dt) gravados em funcao da temperatura estao apresentados na Fig. 9.

Todas as curvas TG da Fig. 9 exibem uma Unica perda de massa acentuada
préxima a 400 °C. O mesmo ocorre quando esses dados sao analisados em funcéo
da sua primeira derivada em relacdo a temperatura, mais sensivel a pequenas
variacdes, onde também observou-se apenas um pico. Este comportamento dos
termogramas indica que ocorreu um Unico evento durante essa faixa de aguecimento,
que foi atribuido a degradacédo térmica do composto organico, neste caso o PLU.
Estabelecendo-se a variagcdo de massa do PLU puro como padrao (99,98% obtido a
partir da Fig. 9(c)) foi possivel estimar a variacdo de massa organica nos
nanocompositos durante este intervalo de aquecimento. Dessa forma, obteve-se a
percentagem em massa de PLU que permanece no hanocomposito apds a remogao
do excesso de PLU por centrifugagéo (veja se¢ao 3.2). O valor encontrado foi de 7%
e 9% para os nanocompositos AuNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A, respectivamente.
Conhecendo-se o volume da amostra correspondente a essa massa de PLU foi
possivel estimar a concentracdo organica em cada sistema coloidal, igual a
1,58 mmol L? e 1,90 mmol L, para as amostras AuUNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A,
respectivamente. A maior quantidade de PLU presente no nanocomposito
AuNP-PLU:5A (Fig. 9(b)) pode explicar o pequeno aumento da estabilidade térmica
(curva DTGA) desse nanocompdésito em relacdo ao hanocompdésito sintetizado por
fotoexcitagéo.
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Figura 9. Curvas termogravimétricas (linha preta) e termogravimétricas derivadas (linha vermelha) dos
nanocompésitos: (a) AUNP-PLU:5F e (b) AuNP-PLU:5A; e do PLU puro em (c).

A concentracdo de ouro dos nanocompdsitos sintetizados foi determinado por
meio da técnica de absorcdo atdmica, obtendo-se valores iguais a 3,12 mmol L e
2,77 mmol L1, para as amostras AuNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A respectivamente.
Esses valores mostram que a sintese fotoexcitada tem rendimento maior, pois
consegue reduzir uma quantidade maior de ions AuCls, a partir das mesmas
concentracdes dos precursores (AuCls e PLU).

A concentragdo de nanoparticulas de ouro (Caunes) pode ser estimada para
esses nanocompositos mediante os dados de diametro médio obtidos nos
histogramas da Fig. 8 e com os valores da concentragdo de ouro determinados por
meio da técnica absorcdo atdbmica. Este célculo estd detalhado no Apéndice A. Os
valores encontrados foram iguais a 13,6 e 3,4 umol L1, para os nanocompdsitos
AuNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A, respectivamente. Considerando-se que a
concentracdo de PLU estimada estd adsorvida nas nanoparticulas, e que as
nanoparticulas possuem o mesmo tamanho, a razdo molar entre a quantidade de PLU
disponivel por AuNPs sera de 116 para o nanocompdésito AUNP-PLU:5F e 559 para

0 nanocompasito controle, AUNP-PLU:5A. Isso mostra que a quantidade de polimero
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por nanoparticula é 5 vezes maior na amostra controle do que na amostra
fotoexcitada, em acordo com presenca significativa de polimero na micrografia da
amostra controle (Fig. 8(b)).

Os perfis de distribuicdo da intensidade de luz espalhada em funcdo do
diametro hidrodindmico dos nanocompdsitos AUNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A estédo
apresentados na Fig. 10. O diametro médio determinado para 0 nanocompasito obtido
por fotoexcitagcdo (AuNP-PLU:5F) foi de 37,0 £ 2,0 nm e do controle (AuNP-PLU:5A )
igual a 50,0 £ 0,4 nm com polidispersividade o = 0,2. Essa variagdo de tamanho das
nanoestruturas pode ser observada pela cor da dispersdo coloidal de pink-
avermelhado para roxo-pink (Fig. 10), indicando que a acdo da radiacdo UV como
catalisador da sintese de formagé&o das nanoparticulas de ouro promove a reducao no
tamanho médio das mesmas e no tamanho hidrodindmico do nanocompasito, quando

se compara com os dados da amostra controle.
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Figura 10. Perfis de distribuicdo da Intensidade de luz espalhada em funcéo do didmetro hidrodindmico
dos nanocompésitos AuNP-PLU:SF (linha preta) e AUNP-PLU:5A (linha vermelha). Inset: imagens

digitais das dispersdes coloidais.

As mudancas estruturais induzidas devido & formacédo e interacdo com as
nanoparticulas foi investigada por meio de dados de espectroscopia no infravermelho
(FTIR-ATR) (Ver Apéndice B para os detalhes sobre a obtencéo dos espectros pelo
método ATR). A Fig. 11 mostra os espectros no infravermelho obtidos por ATR para
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solucdes aquosas de PLU nas concentracdes de 0,5; 2 e 4 mmol L%; no intervalo de
1500 a 700 cm™ e a Tab. 2 lista as principais bandas observadas no espectro da
Fig. 11 e a identificagdo das mesmas [49,58].

Observa-se na Fig. 11 que as solucdes de PLU apresentam espectros FTIR-
ATR obtidos na faixa de 4496 a 374 cm, ndo mostrados, semelhantes com a
intensidade da absorbancia variando em funcéo da concentracdo de PLU. Observa-se
na faixa de 700 a 1500 cm™ (Fig.11) o deslocamento da banda de estiramento do
grupo éter (C-O-C), localizada em 1109 cm™ quando a concentracdo de PLU é igual
a 0,5mmol L (abaixo da CMC) e se desloca para menores nimeros de onda
(1099 cm™) para o regime micelar nas concentracdes de 2 e 4 mmol L. A variagdo
do numero de onda desta banda € uma evidéncia da formacdo de micelas pelas
cadeias de PLU.

solucado PLU

(a)

1099 cm' |

4.0 mmol L™

A
1833¢em 2.0 mmol L

Absorbéancia (uni. arb.)

0.5 mmol L

T *: T ¥ T & T
1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™)

b) Identificag&o das principais bandas da solugédo PLU

. 1 .
Posicao (cm ) Atribuicao
2880 Estiramento CH
Dobramento CH,
1465
Dobramento simétrico CH,
1373
Dobramento simétrico fora do plano CH,
1359

Estiramento C-C

Dobramento simétrico fora do plano CH,
1342
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Dobramento assimeétrico fora do plano CH,

1280

Dobramento assimétrico fora do plano CH,
1242
1145 Estiramento C-O-C e estiramento C-C

1099 ou 1109  EStiramento C-O-C

Estiramento C-O

1060

962 Dobramento assimétrico no plano CH,
Dobramento assimétrico no plano CH,

945 Estiramento C-O-C

842 Dobramento C-H fora do plano

Figura 11. (a) Espectros de infravermelho obtido por ATR para solu¢cdes aquosas de PLU nas
concentracdes de 0,5; 2 e 4 mmol L1. Em (b) a identificacdo da posi¢do das principais bandas e suas
atribuicbes [49,58].

O estudo da formacao das AuNPs por meio da espectroscopia FTIR-ATR, para
a amostra AUNP-PLU:5F é apresentada na Fig. 12(a), que também mostra o espectro
da solugéo de PLU a 2 mmol L* apés ser irradiado com luz UV por 10 min.

Observa-se na Fig. 12 (a) que a solucédo de PLU irradiada por 10 min (ou até
50 min - dados ndo apresentados) ndo apresenta sinal de oxidacdo na sua estrutura
ou alguma mudanca de conformacéo. O espectro obtido é idéntico ao apresentado na
Fig. 11. Contudo, quando as nanoparticulas de ouro sao sintetizadas na presenca do
PLU observa-se um deslocamento de 11 cm™ da banda de estiramento do grupo éter,
v(C-0O-C), para maiores numeros de onda. Esse comportamento sugere a presenca
das nanoparticulas coordenadas ao grupo. Observou-se também, uma larga banda
na regido entre 1700 e 1750 cm™ (inset da Fig. 12 (a)) que pode estar associada ao
estiramento C=0 de aldeidos, cetonas ou acidos carboxilicos, indicando a oxidacéo
do polimero quando irradiado na presenca dos ions AuClas'.

A Fig. 12(b) apresenta os espectros FTIR-ATR dos nanocompositos
AUNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A (amostra controle), da solugdo de PLU 2 mmol L na
presenca de um corante hidrofobico (ftalocianina cloro-aluminio: AICIPc) sem irradiar
e a solucéo de PLU puro na mesma concentracao irradiado por 10 min, na regido entre
1400 e 800 cml. Comparando-se os nimeros de onda da banda de vibracdo de
estiramento éter, v(C-O-C), observados nos espectros de  AuNP-PLU:5A e

AuNP-PLU:5F, verifica-se um aumento de 5 cm. Esse aumento provavelmente se da
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pelo aumento de éteres conjugados com as AuNPs. Conforme foi observado na Fig. 8,
nanoparticulas menores sdo formadas no nanocompdsito fotoexcitado e como

consequéncia, a nucleacao (pequenos clusters de ouro) foi favorecida.
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Figura 12. Espectros de infravermelho obtidos por ATR para (a) solugdo de PLU na concentragédo de
2 mmol L't apds 10 min de fotoexcitagdo e o nanocompdsito AuNP-PLU:5F; inset: a larga banda
indicando a presenca dos produtos de oxidagdo no nanocompdsito sintetizado por fotoexcitagao. (b)
comparacdo da posicdo da banda v(C-O-C) proxima a 1100 cm? para a solucdo de PLU na
concentracao de 2 mmol Lt ap6s 10 min de fotoexcita¢é@o; solugdo de PLU sem irradiar adicionado
AICIPc (corante hidrofébico) e os nanocompdsitos: AUNP-PLU:5A e AUNP-PLU:5F.

Quando comparamos a posicdo da banda v(C-O-C) da solucdo de PLU
adicionado AICIPc, dos nanocompdsitos AuNP-PLU:5A e AuNP-PLU:5F com a
solucdo de PLU puro verificou-se um deslocamento para maiores numeros de onda
para os nanocompaositos e para o PLU+AICIPc. Isso sugere que as AuNPs interagem
com a estrutura do PLU de forma semelhante a um complexo hidrofébico. Outro dado
que reforca essa proposta é o decréscimo da largura de banda (sem alteracdo da
posicéo central) do dobramento simétrico do grupo metil (CHz em 1373 cm™ [22]) que
indica uma diminuicdo do movimento rotacional desse grupo devido a presenca das
AuNPs ou da AICIPc. Este estudo foi complementado com dados obtidos de
espectroscopia Raman.

Os espectros Raman do PLU sélido e do nanocompoésito AUNP-PLU:5F seco

estdo apresentados na Fig. 13.
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Figura 13. Espectros Raman do PLU e do nanocompdésito AUNP-PLU:5F secos.

A intensa banda Raman observada na Fig. 13 na regido abaixo de 300 cm™
para o nanocompoésito AUNP-PLU:5F sugere que as nanoparticulas de ouro estédo
coordenadas na estrutura do PLU por meio de &tomos de oxigénio [59]. O
nanocomposito controle (AuNP-PLU:5A) também apresentou o mesmo espectro
Raman indicando que as AuNPs permanecem coordenadas ao PLU da mesma forma.
O sinal Raman das nanoparticulas de ouro é muito intenso quando se compara ao do
PLU, mesmo assim, a banda atribuida a vibracéo do -CH2 presente cadeia do PLU é
observada em 2900 cm™™.

A distribuicdo de tamanho dos nanocompadsitos produzidos pelos métodos de
sintese fotoexcitado (AuNP-PLU:5F) e controle (AuNP-PLU:5A - luz ambiente) foi
estudada por meio da técnica de ultracentrifugacao analitica (AUC) pela metodologia
da velocidade de sedimentacdo (SV). Neste método um sistema Optico permite o
acompanhamento da variacdo de concentracdo dos nanocompositos na solugao
promovida pela aplicagdo de uma forgca centrifuga de natureza gravitacional. A
absorbancia em 260 e 530 nm foram medidos em uma varredura ao longo de toda a
célula obtendo os perfis sedimentacéo para varios tempos apresentados na Fig.14 (a)
e (b) para os nanocompésitos AuNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A para 530 nm,
respectivamente. A escolha desses comprimentos de onda para monitoramento do

deslocamento dos nanocompositos durante a ultracentrifugagdo ocorreu porque o
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polimero absorve a 260 nm e a nanoparticula proximo de 530 nm (Fig. G1- apéndice
G).
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Figura 14. Painéis superiores: varreduras radiais a 530 nm da analise SV-AUC das nanoparticulas
presentes nos nanocompdésitos (a) por fotoexcitagdo (AUNP-PLU:5F) e (b) controle (AuNP-PLU:5A).
Painéis inferiores: a distribuicdo aparente do coeficiente de sedimentagdo Is-g*(S) a 260 nm (preto) e
530 nm (vermelho) obtidos para AuNP-PLU:5F (d) e AUNP-PLU:5A (e). Os picos correspondem as

diferentes populacdes de nanoparticulas e estéo indicadas por algarismos romanos.

Quando o nanocomposito fotoexcitado (Fig. 14(a)) é submetido a um alto
campo centrifugo observa-se uma rapida e uniforme sedimentacdo das particulas
mostrados pelo comportamento exponencial da curva que atinge um platd de
concentragdo no final da célula na absorbéancia de ~0,8 unid. arb. A curva adquire o
comportamento sigmoidal (com platé inferior e superior) quando o transporte de
massa resulta de um equilibrio entre os processos de sedimentacéo e difusdo. E para
0 nanocomposito controle (Fig. 14(b)) observa-se uma sedimenta¢do mais rapida que
pode estar associado a presenca de particulas de tamanho maior. O ajuste dos
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pontos experimentais da Fig.14 (a) foi realizado por meio de um modelo matematico
baseado na equacao de Lamm (Apéndice H), que descreve o comportamento espacial
e temporal da concentracdo considerando a sedimentacao por transporte de massa
por difusdo [55]. O software computacional (SEDFIT) ajusta uma série de perfis de
concentracdo em diferentes momentos para um conjunto de pontos experimentais. O
resultado é uma distribuicdo do coeficiente de sedimentacdo aparente Is-g*, em
unidades de Svedberg (S), onde o asterisco indica dependéncia dos parametros prée-
definidos (temperatura, viscosidade, densidade, volume, por exemplo) na analise.
Estas distribuicBes Is-g* estdo apresentadas na Fig. 14 (c) e (d) para as absorbéancias
em 260 e 530 nm normalizados para a condicdo padrao (S2ow: onde a temperatura €
de 20°C e o solvente € a 4gua). A identificacdo dos picos mostrados na Fig. 14 (c) e

(d) estao apresentados na Tab. 2.

Tabela 2. Identificacdo dos picos da Fig. 14 (b) e os valores do coeficiente de sedimentagéo aparente

para as nanoparticulas produzidas pelo método controle e fotoexcitado.

Distribuicdo em 530 nm Distribuicdo em 260 nm
Método sintese
Pico S2ow(s) Porcentagem (%) | Pico S2w(s) Porcentagem (%)
| 1451,17 43,21 | 1418,534 44,17
I 2613,09 13,30 I 3555,02 43,80
Il 3477,32 20,04 Il 6118,22 2,71
\Y 4403,81 5,24 \Y 7145,20 3,26
Controle \% 5030,07 4,98 \% 8441,533 2,02
(luz ambiente) VI 5811,971 3,67 VI 9364,584 1,69
Vil 6343,14 0,85
Vil 6681,68 1,44
IX 7198,76 1,44
X 8125,44 2,16
Fotoexcitado | 947,10 99,36 | 857,78 99,15

Os dados obtidos por este estudo por ultracentrifugacéo analitica mostram que
os perfis de sedimentagcdo Is-g*(S) a 530 nm para particulas sintetizadas por

fotoexcitacdo AUNP-PLU:5F, observa-se um dnico pico com coeficiente de
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sedimentacao Sxow de 947,10 S, indicando a presenca de uma populagdo homogénea
de nanoparticulas (Fig. 14 (c) e Tab. 2). Enquanto que no caso da amostra controle
AuNP-PLU:5A, observa-se uma larga banda juntamente com outras de menor
intensidade, provavelmente formadas por populacdes de particulas com diferentes
tamanhos de acordo com as analises de distribuicdo. A principal populacdo de
particulas a 530 nm corresponde ao pico | (43,2%) com um coeficiente de
sedimentacdo S»o,w de 1451,17 S, enquanto as seguido do pico Il (13,3%) e Il
(20,04%) com coeficiente de sedimentacdo de 2613,09S e 3477,32S,
respectivamente (Fig. 14(d) e Tab. 2). Outros picos com menos de 5% nas analises
de distribuicdo sdo detectados, sugerindo a presenca de outras particulas maiores.
Estes resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por microscopia
eletrOnica de transmissédo apresentados na Fig. 8 (a-b) onde a amostra sintetizada por
fotoexcitacdo (AUNP-PLU:5F) apresentou estreita distribuicdo de tamanho em relacéo
a amostra controle. Desta forma, as analises por SV-AUC e MET mostram claramente
que o método de sintese de nanoparticulas de ouro na presenca do PLU sob
fotoexcitacdo € melhor e mais eficiente para produzir, em termos de tamanho e forma,
uma populacdo homogénea de nanoparticulas, quando comparado com particulas
obtidas nas mesmas condi¢des em sintetizados sob luz ambiente.

Um experimento de controle, usando o PLU polimero sob as mesmas
condicdes de centrifugacdo, mostrou que ele ndo é capaz de sedimentar durante o
tempo de experimentagdo. A absorbancia a 260 nm corresponde a absorgéo do PLU
polimero, enquanto a 530 nm corresponde a absor¢do do nanocompasito produto da
coordenacdo do ouro com polimero. Portanto, as semelhancgas entre os perfis de
distribuicdo de Is-g*(S) em relacdo a Szo,w a 260 e 530 nm sugerem que todas as
particulas detectadas no experimento sdo formadas por complexos de ouro e
polimero. Em nenhum caso é detectada a presenca de agregados de polimeros sem
ouro em sua estrutura, o que indica que a presenca de ouro e a irradiacao por si sO

nao induz a agregacao do polimero.

4.1.1 Estudo do mecanismo de reacao

A espontaneidade da reacdo realizada pela mistura das solucdes de
copolimero F127 (PLU) e de HAuCl4, foi estudada por meio da técnica de voltametria

ciclica das solucdes precursoras, tendo o KCI como eletrdlito de suporte [22]. Os
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voltamogramas ciclicos das solugées de PLU e HAuCls ambos a 2 mmol L?

preparadas em solucdo de KCl a 0,1 mol L estdo apresentados na Fig. 15.

60
| =——PLU: 2mmolL™*

. -1
404 HAuUCI,: 2 mmol L

. -1
KCEE0,1 mol L™ oxidacso F127

20 - / (0,11 V)

| (10° A)

0-
-20- N
Reducéo ions
-40 1 de ouro (0,56 V)
(Au*—~ AU°)
-60 . ——

-0,4 ' 0:0 ' 0:4 ' 0,8 1,2
E vs Ag/AgCI (V)

Figura 15. Voltamogramas ciclicos obtidos das solu¢des de PLU e HAuCls, ambos a 2 mmol L*

preparadas em solucdo de KCl a 0,1 mol L.

O voltamograma do HAuCIls (Fig. 15) mostra a oxidacdo de Au® — Au®* em
1,0 V bem como a reducéo de Au®* — Au® em 0,56 V. A oxidacdo do PLU ocorre no
potencial de 0,11 V. Como a oxidacéo do PLU ocorre em um potencial menor do que
a reducéo dos ions de ouro, o PLU é capaz de reduzir o Au®* enquanto ele é oxidado
[22].

Os resultados apresentados das analises de UV-vis e FTIR-ATR apresentados
nas Figs 7 e 12 mostraram que cada uma das solu¢cdes de PLU e HAuCls néo
mostram variacfes espectrais quando expostas a radiacdo UV. Desta forma, o
mecanismo de formacg&o dos nanocompasitos sera analisado considerando-se o efeito
da irradiagcdo da mistura reacional (PLU+HAuUCI4), ou seja, independentemente o0s
precursores nao sao modificados pela incidéncia da radiagcédo UV usada no processo
de fotoexcitagcdo, mas apenas quando sdo misturados. O estudo foi concebido
considerando-se trabalhos que relatam a sintese fotoexcitada de nanoparticulas de
ouro na presenca de outros agentes ou polimeros. A reacdo redox pode ocorrer em

vérias etapas envolvendo a excitacdo e o desproporcionamento dos ions AuCls
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[17,18] e oxidacdo do polimero [32], conforme apresentado no esquema 1, para a

formacédo do nanocompdsito AUNP-PLU deste trabalho.

HAUCl, (4guq) = H* + AuP*Cl,- (dissociag&o em agua) 1)
hf L
AudtCl,- = (AudtCl,-)” (excitag&o) 2
(AudtCl,-)* > (Au?*Cl-) + Cl (3)
2 Au?tCl;- » (Aul*Cly-) + (AuB*Cl,-) (desproporcionamento: rapido) (4)
2(Au*Cl,-) » (Au?*Cl3-) + Au®+Cl™ (cont. desproporcionamento: lento)  (5)
PLU + Au® - AuNP-PLU (formag&o do nanocompésito) (6)
R —-O0OCH,CH, — OH il, R — OCH,CHe — OH + HCI (iniciagéo: reacéo radicalar) @)

R—OCH,CHe —OH + HCl - R—0OCH,CHO + He (propagacio: reagéo radicalar) (8)
2He — H, (terminacéo: reagdo radicalar) 9)

Esquema 1. Mecanismo proposto para a formacdo do hanocompdsito AUNP-PLU e oxidag&o do PLU.

Considerando-se as etapas da reducao propostas no esquema 1, a absorcao
de um quantum de energia luminosa (E = hf) pelos ions de ouro promove a formacao
do estado excitado (Au®*Cls)* sendo que o asterisco é usado para indicar a maior
energia (etapa 2). Com essa excitacdo da molécula o elétron participante da ligagédo
Au-Cl pode ser liberado para o atomo de cloro levando a formacéo do estado bivalente
(Au?*Cl3’) (etapa 3). Esta espécie é instavel e rapidamente assumird um estado mais
oxidado (Au®*Cls) ao perder elétrons; e reduzindo-se para (Au'*Cl>) ao ganhar
elétrons. Essa etapa da reagdo € chamada de desproporcionamento porque a mesma
espécie (Au) sofre uma auto-oxirreducdo (etapa 4) durante a reacdo quimica.
Contudo, os ions (Au'*Cl>) ndo serdo desproporcionados rapidamente como 0s
(Au*Cls’), porque o potencial de redugdo de um Unico atomo Aul*/Au® é negativo
(-1,4 V), enquanto o potencial de Au3*/Au® é positivo (+1,5 V) [32]. Por isso, eles se
acumulam até que os ions Au®*Cls sejam reduzidos. Isso leva a um efeito chamado

de aurofilicidade [1] quando as espécies de ouro Au'* formam ligacdes entre si
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formando aglomerados em solucéo. Apds esse tempo de inducéo esses ions também
sao reduzidos por desproporcionamento (etapa 5).

O crescimento das AuNPs ocorre pela coalescéncia das sementes de Au° com
outras mais proximas e/ou pela reducdo de ions de ouro na superficie dos
aglomerados metalicos (clusters). A complexacdo do PLU com os ions de ouro
participando da redugcdo dos mesmos e posteriormente sua adsor¢gdo nos clusters
metélicos suspendendo-os em meio aquoso, da origem ao nanocomposito
AuNP-PLU. Acredita-se que a complexacédo dos ions com a estrutura do PLU seja um
processo entalpicamente dirigido e exotérmico, enquanto a formacdo do
nanocomplexo seja entropicamente dirigido e endotérmico conforme estudo realizado
por calorimetria de titulacdo isotérmica na amostra controle AUNP-PLU:5A (apéndice
F).

Na etapa 2, a fotolise do AuCls produz atomos de cloro e ions cloreto que
podem estar relacionados com a oxidacdo do polimero. Analises dos espectros
FTIR-ATR obtidas de solugdes de PLU com adicdo de acido cloridrico (HCI)
mostraram que o ion cloreto ndo produz oxidagdo no PLU estando ou ndo sob
irradiacdo UV. Portanto, no mecanismo de reacdo proposto, apesar dos ions cloreto
estarem presentes na solucdo, considerou-se que eles ndo séo responsaveis pelo
inicio da reacao redox. Porém, o cloro (Cl) que permanece na forma atdmica podem
abstrair atomos de hidrogénio [32] das extremidades das cadeias poliméricas
promovendo a oxidacdo do alcool (-COH) em um aldeido (-CHO) através da reacao
radicalar (etapas 7-9). A presenca da banda visualizada na regido entre
1700 — 1750 cm™ no espectro de infravermelho do nanocompésito (Fig. 12) indica a
ocorréncia de oxidacdo do PLU na presenca de AuCls. E possivel que neste sistema
também ocorra a fotélise da dgua, catalisada pela presenca do Au®*. Isto pode gerar
radicais He e OHe que sdo altamente reativos oxidando o polimero de maneira similar
aos atomos de CI [32]. A excitagdo no UV (254 nm) utilizada neste trabalho poderia
promover a fotélise da agua [32], contudo observou-se que o PLU puro ndo apresenta
sinais de oxidagao quando irradiado individualmente. Portanto, ndo foi descartada a
possibilidade desse efeito ocorrer, mas considerou-se a oxidacao do PLU relacionada
a presenca dos ions tetravalentes AuCla.
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4.1.2 Cinética de formacdo dos nanocompaositos

A formacdo das AuNPs por reducdo quimica e fotoquimica dos AuCls foi
monitorada por meio de espectroscopia de absor¢cdo no UV-vis uma vez que as
espécies envolvidas apresentam tipicas transicoes eletrbnicas nessa regido do
espectro eletromagnético. Os espectros foram adquiridos apds sucessivos intervalos
de fotoexcitacdo, descritos na se¢ao 3.5, assegurando que o processo de medida nao
interferiu na reacao fotoexcitada.

Apesar da maioria das investigacfes relatadas na literatura [13,60,61]
apresentar o monitoramento das absor¢6es Opticas dos ions de ouro e a formacao de
pequenas nanoparticulas, ao contrario, neste estudo a cinética de formacdo dos
nanocompositos foi realizada fazendo o monitoramento da banda LSPR do
nanocomposito. Os ions de ouro exibem intensa banda LMCT em 220 nm enquanto
as AuNPs apresentam fraca absorcdo proximo a 500 nm. A intensidade destas
absorbancias mudam rapidamente no decorrer do tempo. Contudo, a formacédo de
nanoparticulas maiores deslocam a linha de base do espectro para cima tornando
dificil a deteccdo dos ions e pequenos nucleos de ouro. Por isso, neste trabalho, o
intervalo escolhido para analise espectral foi entre 450 e 600 nm onde se localiza a
banda LSPR associada as AuNPs.

A Fig. 16 apresenta os espectros de UV-vis registrados sucessivamente até
50 min de tempo de fotoexcitacdo da mistura HAuCls + PLU no decorrer da reacéo
com imagens da solucdo apdés a mistura dos precursores em t=0 min (a) e do
nanocomposito formado em t=10 min de fotoexcitacéo (b). O gréafico inserido mostra
a variacdo da absorbancia maxima em funcdo do tempo de fotoexcitacdo (pontos)
com um ajuste exponencial (linha). Apos 1 min de fotoexcitagdo a banda LSPR das
AuNPs é claramente observada no espectro. A intensidade da absorbancia aumenta
continuamente com o tempo de fotoexcitacdo atingindo um maximo apés 10 min de
reagdo com A=526 nm. Nesse momento a mistura reacional exibe coloracdo pink
(imagem Fig. 14 (b)) confirmando a formag&o do nanocompdsito. Os valores maximos
da absorbancia (Abswmax) da banda LSPR foram coletados do espectro e apresentados
em fung&o do tempo de fotoexcitagéo (inset). A Absmax apresenta um comportamento
assintético com ligeiro aumento nos primeiros minutos de reacéo. A reducao dos ions
de ouro e a formacao das AuNPs se da em aproximadamente 10 min de reac&o sob

fotoexcitagéo.
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Figura 16. Monitoramento da banda plasmdnica na regido entre 450 e 600 nm do espectro de UV-Vis
durante a fotoexcita¢@o mistura reacional para a formacgao do nanocompdésito AUNP-PLU:5F (2mmol L2
de PLU e de HAuCls). Inset: dados de absorbancia méxima em fungéo do tempo de fotoexcitagéo
(pontos) com ajuste exponencial (linha); e imagens digitais da mistura reacional em t = 0 min (a), antes

da fotoexcitag&o, e em t= 10 min de fotoexcitagdo (b).

Monitoramento similar ao apresentado na Fig. 16 foi realizado para todas as
amostras descritas na Tab. 1 e o ajuste dos valores de Abswmax realizado pela funcéo

MnMolecular 1 fornecida pelo software Origin 8.0 da seguinte forma:
AbSMAX = Aoo [1 - e_kObSt] (10)

Na Eq. 10 Absy,x corresponde ao valor da absorbancia maxima da banda
LSPR (em unidades arbitrarias) no tempo t (expressado em minutos), enquanto 4., €
a absorbancia da banda LSPR no tempo infinito de reagéo (em unidades arbitrarias),
e k,,s € a constante de taxa observada (em min?t). A partir dos valores dessa
constante foi possivel estimar a ordem da reacdo, que também implica em observar
de maneira indireta a velocidade de formag&o do nanocomposito AuNP-PLU. A
constante de taxa observada também engloba a concentracdo de PLU (K,ps =
k'[PLU]") para as amostras do conjunto | e a concentracdo de HAuUCls (K,ps =
k"' [HAuCl,]™) para as amostras do conjunto Il.

A Fig. 17 apresenta os valores da constante de taxa observada (k,;,s) obtidos
através do ajuste dos dados experimentais pela Eqg. 10 para as amostras da Tab. 1,

exceto para a concentracdo de 0,1 mmolL! de PLU que ndo apresentou
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comportamento exponencial quando sintetizado com fotoexcitacdo. Essa amostra
apresentou comportamento sigmoidal com um tempo de induc&o e portanto, ndo sera
analisada aqui. Nas amostras controle as concentracées de 0,1 e 0,3 mmol L foram
retiradas dessa andlise porque sua formacao necessita de periodo muito longo (dias)
para ocorrer.

A Fig.17 (a) apresenta os valores da constante de taxa observada (k,,s) para
0S nanocompaositos sintetizados com o aumento da concentracdo de PLU (amostras
do conjunto | da Tab. 1). Observa-se que a cinética de formac¢ao dos nhanocompdsitos
depende do tipo de sintese realizada, com ou sem fotoexcitacdo. No caso dos
nanocompositos preparados com fotoexcitacdo os valores da constante de taxa
aparente aumentam para as duas menores concentracdes analisadas (0,3 e
0,5 mmol L1), e ao atingir a concentracdo de 1 mmol Lt ocorre um abrupto aumento
no valor de k,, de 0,14 para 0,43 min'l, permanecendo praticamente constante até
as maiores concentragdes analisadas. Quando as micelas de PLU s&o formadas para
a concentragédo de PLU > 1,0 mmol L** (CMC ~ 0,6 mmol L) a cinética da reagéo
aparenta ndo depender da concentracdo de PLU. A confirmacdo de que o regime
micelar foi alcancado nas concentracdes de PLU > 1,0 mmol L foi obtida por
espalhamento dindamico de luz e estes dados serédo apresentados na se¢ao 4.2. Esse
comportamento sugere a influéncia do regime micelar na cinética de formacao dos
nanocompaositos fotoexcitados, enquanto no caso da amostra controle, os valores de

k,,s PErmanecem praticamente constantes com a concentracdo de PLU;
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Figura 17. A constante de taxa observada (k,,;) em funcéo da concentracdo dos precursores (Tab.1).

Em (a) nanocompdsitos do conjunto | com variagcdo da concentracdo de PLU para a sintese fotoexcitada
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(linha preta) e para as amostras controle (linha pink); (b) nanocompésitos do conjunto Il com variacao
da concentracdo de HAuCla.

A Fig.17 (b) apresenta os valores da constante de taxa observada (k,;,) para
0Ss nanocompdésitos sintetizados sob fotoexcitagdo em funcdo do aumento da
concentragdo de HAuCIls (amostras do conjunto Il da Tab. 1). Observa-se uma
dependéncia de k,,; com a concentragdo do precursor metalico de 0,69 para

0,28 min’, indicando que a cinética de reacéo néo é de 1° ordem.

4.2 Efeito da concentracdo dos precursores na formacédo do

nanocompasito

O efeito da concentracéo dos precursores (PLU e HAuCls) no tempo de reacao,
na morfologia (tamanho/formato) das AuNPs e no tamanho dos nanocompoésitos
AuNP-PLU foi investigada por espectroscopia de UV-vis, microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET) e espalhamento dinamico de luz (EDL). Em adicdo, alguns
nanocompositos foram estudados por voltametria ciclica (VC) para investigar a
presenca de ions de ouro ndo reduzidos em solucao.

Os espectros de absorbancia no UV-vis dos nanocompdsitos sintetizados com
0 aumento da concentracdo de PLU mantendo-se a concentracdo de HAuCl4 fixa igual
a 2 mmol L estdo apresentados na Fig. 18 (a). Nove concentracdes de PLU (0,1 a
10 mmol L - Tab. 1) foram analisadas, apenas 0s espectros representativos estao
mostrados. Os valores de absorbancia maxima da banda LSPR das AuNPs para todos
0s nanocompositos estudados em fungéo da concentracdo de PLU estdo inseridos na
Fig. 18 (a).

A Fig. 18 (b) mostra os espectros de UV-vis dos nanocompasitos sintetizados
em funcdo do aumento da concentragéo de HAuCls, com a concentragéo de PLU fixa
em 2,0 mmol Lt. As concentracées de HAuCIs estudadas foram 1 mmol L (10F),
2,0 mmol Lt (5F), 3,0 mmol L (11F) e 4,0 mmol L* (12F). Inseridos nessa imagem
estéo os valores de absorbancia maxima da banda LSPR de cada nanocompadsito em

funcéo da concentracéo do precursor metélico com ajuste linear.
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Figura 18. Espectros de UV-vis para os nanocompdsitos AUNP-PLU: (a) com a concentracdo de HAuCl4
fixa em 2 mmol Lt e a concentragcdo de PLU variando de 0,3 mmol L1 (2F), 0,5 mmol L? (3F),
1,0 mmol L1(4F) e 2,0 mmol L! (5F); Inset: os valores de absorbancia maxima (pontos pretos) dos
nanocompositos sintetizados nas concentragbes de PLU: 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0, 8,0 e
10,0 mmol L1; a linha € um guia visual. Em (b) a concentragdo de PLU permaneceu em 2,0 mmol L1 e
a concentragdo de HAuUCIs variou de 1,0 mmol L't (10F), 2,0 mmol L* (5F), 3,0 mmol Lt (11F) e
4,0 mmol L (4F); inset: os valores de absorbancia maxima (pontos pretos) desses nanocompositos e

0 ajuste linear (linha vermelha).

Observa-se na Fig. 18 (a) que para baixas concentracdes de PLU entre (0,1
até 0,5 mmol L'1) ocorre uma diminuicdo dos valores de Abswax seguido de um
aumento até a concentracdo de 2 mmol L!; fica constante até 4 mmol L e decresce
até a maior concentracdo de PLU analisada (10 mmol L!). Esses dados sugerem uma
agregacdo das AuNPs na presenca de pequenas quantidades de polimero. Por este
motivo, a banda plasménica no espectro de UV-vis é mais alargada para essas
concentracdes. A medida que se acrescenta mais polimero (PLU > 0,5 mmol L?) a
absorbancia maxima da banda LSPR aumenta e fica mais estreita até um valor de
saturacdo (~ 0.72 arb. unid.) atingido na concentracdo de 2 mmol L, indicando que
essa concentracdo de PLU apresenta a melhor condigcdo de sintese com maior
concentracdo de AuNPs e sem a presenca de grandes agregados. A partir desta
concentracdo a quantidade de PLU adicionado por ions de AuCls disponiveis para
reducéo € muito elevada ([PLU]J/[HAuUCI4] >> 1) promovendo a queda da Absmwax € 0
deslocamento da banda para menores comprimentos de onda (526 para 515 nm). Isto

sugere que houve a formagéo de nanoparticulas menores na suspensao coloidal.
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Os dados da Fig. 18 (b) indicam que quando a concentracdo de ions de ouro
aumenta, para a concentracdo de PLU fixa em 2 mmol L, verifica-se um aumento
linear nos valores de Abswax da banda LSPR sem alteracdo significativa no seu
formato ou posicéo. E provavel que o aumento da concentracdo de HAUCI4 na sintese
do nanocompdsito promova um aumento na concentracdo de AuNPs na disperséo
coloidal com minima variacdo no tamanho das AuNPs.

Para complementar o estudo, avaliou-se a dependéncia do diametro
hidrodindmico (Dn) dos nanocompdsitos sintetizados com fotoexcitagdo em relagcéo
ao aumento da concentracdo dos precursores (PLU ou HAuUCI4) na sintese (Fig. 19),

adotando como referéncia o Dndo PLU puro em solugéo aquosa.
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Figura 19. Didametro hidrodinAmico: (a) da cadeia de PLU em solugédo aquosa (pontos azuis) e dos
nanocompositos AUNP-PLU (pontos pretos) sintetizados com fotoexcitagdo em fungdo da concentracéo
de PLU. (b) dos nanocompdsitos sintetizados por fotoexcitagdo com aumento da concentracdo de

HAuUCls com a concentracdo de PLU fixa em 2 mmol L1,

Observa-se na Fig. 19(a) que o Du das estruturas formadas pelo PLU puro em
solucdo comecam em torno de 7 nm quando a concentracédo de PLU < 0,5 mmol L.
O valor de Dy aumenta para ~ 40 nm quando a concentracado de PLU excede a sua
CMC (concentragdo micelar critica > 0,6 mmol L1 [42]) e, a partir de entdo, o valor de
Dn permanece praticamente constante. Esta € uma forte evidéncia de que as
concentragcdes de PLU = 1 mmol L? contém micelas em solugdo, enquanto, as
concentraces de PLU < 0,5mmol L? fazem parte da regido ndo micelar do
copolimero. O valor encontrado para o Du das micelas coincide com os valores

relatados na literatura que € de 36 nm [62].
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O Du nanocompositos sintetizados sob fotoexcitagdo, em fungédo do aumento
da concentracdo de PLU observado na Fig. 19 (a) tem valores bem distintos para a
regido de baixa concentracdes (< 1mmol L) e para concentracdes de PLU acima de
2 mmol L1, Para baixas concentra¢ées o valor de Dn dos nanocompdsitos é maior do
que o Du do PLU puro, indicando a ocorréncia de agregacdo do PLU ao redor das
AuNPs. Quando a concentracédo de PLU é aumentada no intervalo de 2 a 10 mmol L%,
ocorre uma diminui¢cao nos valores de D+ dos nanocompdsitos. Estes valores tem uma
tendéncia de queda, ficando menores do que os obtidos para as mesmas
concentracfes da solucédo de PLU puro. No caso dos nanocompgsitos o Dn varia de
37 nm para quase 10 nm, para a maior concentracao de PLU. Essa diminui¢cdo pode
ser causada pela diminuicdo do tamanho das AuNPs e sugerindo uma contragao da
estrutura micelar na presenca desses nanocompasitos. Acredita-se que nesta sintese
a coordenacdo do ouro com a cadeia do PLU ocorra de maneira intramolecular. A
presenca da radiacdo UV na sintese do nanocompa@sito promove a coordenacao de
varios nucleos de ouro na mesma cadeia de copolimero promovendo um
nanocompoésito mais compacto e com menos PLU (Fig. 8 e 9). E na sintese controle
haja uma coordenacéao do tipo intermolecular onde vérias cadeias de PLU coordenam
com um nucleo metélico aumentando o diametro hidrodindmico da nanocompadsito,
como se observa na Fig.10. Por outro lado, observa-se que o aumento da
concentracdo do precursor metalico ndo promove grandes varia¢des no valor de Dn
dos nanocompositos (Fig. 19 (b)). E provavel que haja somente um aumento na
concentracdo de AuNPs formadas sem variacdo significativa no tamanho, uma vez
gue na Fig. 18 observa-se aumento linear da Abswvax da banda LSPR sem
deslocamento da sua posicao.

A Fig. 20 mostra um resumo dos valores obtidos para os didmetros médios das
AuNPs obtidos por MET em funcéo da concentragao dos precursores. Enquanto as
micrografias representativas que deram origem estao apresentadas na Fig. 21 para
nanocompositos sintetizados com aumento da concentragcéo de PLU e na Fig. 22 com
o aumento da concentracdo de HAuCls. Estes resultados estdo de acordo com
agueles encontrados na Fig. 19, mostrando que o aumento da concentracéo de PLU
favorece a formacao de AuNPs menores, enquanto o aumento da concentragéo de
HAuCl4 ndo produz grandes alteracdes no diametro médio para concentracdes

maiores que 2mmol L do precursor metalico.
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Figura 20. Diametro médio (Dwm) das nanoparticulas de ouro (AuNPs) obtidos por meio de histogramas
de distribuicdo de tamanho para os nanocompdésitos AUNP-PLU sintetizados nas concentragdes de
PLU de: 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mmol L* (pontos em preto) com a concentragédo de HAuCls em
2 mmol L. E nas concentragdes de HAuUCIs: 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mmol L (pontos em vermelho) com a

concentracdo de PLU fixa em 2 mmol L2,
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Figura 21. Micrografias de MET dos nanocompdsitos AuNP-PLU variando-se concentracdo de PLU de:
(a) 0,3 mmol L1 (2F), (b) 0,5 mmol L1 (3F), (c) 1,0 mmol L1 (4F); (d) 2,0 mmol L1 (5F); (e) 4 mmol L*
(6F); e (f) 8 mmol L1 (8F). Escala de 50 nm.
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Figura 22. Micrografias de MET dos nanocompdésitos AUNP-PLU sintetizados com concentra¢éo de
HAuUCIls de: (a) 1 mmol Lt (10F); (b) 2 mmol L (5F); (c) 3 mmol L (11F) e (d) 4 mmol L* (12F). A

concentracdo de PLU permaneceu fixa em 2 mmol L1 Escala de 50 nm.

A voltametria ciclica (VC) foi empregada para investigar a presenca de ions de
ouro ndo reduzidos nos nanocompositos sintetizados sob fotoexcitagdo variando a
concentragdo de PLU e de HAuCls. Para efeito de comparagdo a amostra
AuUNP-PLU:3A sintetizada na menor concentragéo de PLU (0,5 mmol L?) pelo método
controle também foi analisada por VC. A Fig. 23 apresenta os voltamogramas dos
nanocompositos preparados por fotoexcitacdo, AuNP-PLU:1F, com a menor
concentracdo de PLU (0,1 mmolL?') e o AuNP-PLU:12F que tem a maior
concentracdo de HAuCls (4 mmol L'1); e a amostra AuNP-PLU:3A com a menor
concentracdo de PLU (0,5 mmol L) sintetizado no método controle - Tab. 1. Os
nanocompositos com concentracdes inferiores a 0,3 mmol L' de PLU (amostras
AuNP-PLU:1A e AuNP-PLU:2A) apresentaram sedimentacdo das nanoparticulas

antes do final da reacéo, e por isso, ndo foram utilizadas nessa analise.
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Figura 23. (a) Voltamogramas ciclicos dos nanocompdsitos AuNP-PLU sintetizados por fotoexcitacéo
AuNP-PLU:1F (0,1 mmol L* de PLU e 2 mmol L'* de HAuCls) e AUNP-PLU:12F (2 mmol L' de PLU e
4 mmol L1 de HAuCls) e pelo método controle AUNP-PLU:3A (0,5 mmol L* de PLU e 2 mmol L* de
HAuUCI4); Inset: voltamogramas ciclicos dos nanocompésitos AUNP-PLU:1F (linha preta), AuNP-PLU:3A
(linha vermelha) e AuNP-PLU:12F (linha azul). (b) Espectros de UV-vis dos nanocompdsitos

apresentados em (a).

Observa-se na Fig. 23 que o voltamograma do nanocompdésito AuNP-PLU:1F,
produzido sob fotoexcitagdo com a menor concentragdo de PLU estudada
(0,2 mmol L) indica a completa reducdo dos ions de ouro (HAUCls=2 mmol L?)
devido a auséncia do pico catddico préximo a 0,56V associado a reacéo (Aus*— Au),
quando comparado aos outros hanocompdésitos e a solu¢do de HAuCls. Entretanto, o
nanocomposito controle AUNP-PLU:3A sintetizado com 0,5 mmol L de PLU e
2 mmol L' HAuCls (mesma concentracdo HAuUCIs4 do nanocompésito AUNP-PLU:1F)
exibe maior pico catédico em 0,56V comparado com as outras amostras. Em
proporcao da quantidade de ions de ouro adicionados, esse hanocomposito possui
7% de ions de ouro ndo reduzidos, enquanto 0os nanocompoésito fotoexcitado
AuNP-PLU:1F apresenta 0,3% e o AuNP-PLU:2F apresenta 1,5%. Desta forma, a
sintese fotoexcitada apresenta a melhor eficiéncia de redugdo mesmo nas maiores
concentracbes de HAuCls. Na Fig. 12(b) é possivel observar a presenca de uma
intensa banda em 220 nm confirmando a presenca dos ions de ouro nao reduzidos na
amostra controle (AuNP-PLU:3A). A sintese controle apresenta completa reducdo dos
fons de ouro quando a concentracédo de PLU é 2 mmol Lt como mostrado no trabalho
de Gomes et al. [22] (Anexo).
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Considerando-se que os resultados obtidos pela voltametria ciclica indicam que
Nnos nanocompaositos sintetizados com fotoexcitacdo ocorre a completa reducdo dos
ions de ouro, estimou-se o tempo de reacdo para a formacdo dos AuNP-PLU
considerando-se uma eficiéncia de reducdo de 99%, indicados pelos valores da
corrente catddica, e os valores da constante de taxa (Kobs) da Fig. 17 (Apéndice D).

A Fig. 24 apresenta os valores tedricos para o tempo médio de reacdo das em
funcdo da concentracdo de PLU (amostras do conjunto | (pontos em vermelho)) e da
concentracéo de HAuCls (conjunto Il (pontos em preto)). O tempo de sintese com luz
UV ndo é alterado para concentracdes de PLU > 1 mmol L* permanecendo préximo
de 11 min. Enquanto para as amostras do conjunto Il o tempo de sintese varia de 7 a
17 min mostrando que um tempo maior de exposi¢cdo a luz UV é necessario para
reduzir maiores concentracdes de ions de ouro. Pelas analises realizadas o0s
resultados indicam que a amostra AUNP-PLU:5F (contem 2 mmol L* de HAuCls e de
PLU) € a mais adequada para a formacdo dos nanocompodsitos AuNP-PLU sob

fotoexcitagao.
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Figura 24. Tempo médio de reacdo de formacdo dos nanocompdésitos em fungédo da concentracéo de

PLU (pontos vermelhos) e da concentracdo de HAuCls (pontos pretos). A linha € um guia visual.
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4.3 Crescimento sucessivo AuNps via sementes de Au®.

Com o objetivo de aumentar o tamanho das nanopatrticulas de ouro produzidas
via fotoexcitagcdo, as AuNPs foram crescidas em uma segunda etapa. As
nanoparticulas de ouro ja formadas foram usadas como sementes para a repeticao
da etapa de sintese sob fotoexcitagcdo. O sucessivo crescimento das AuNPs foi
observado com a adicdo de mais ions de ouro na dispersdo coloidal conforme foi
descrito na secao 2.2. Varias razdes molares de Au(0)/Au(lll) foram testadas e obteve-
se a total redugéo dos ions HAuCls com a razéo igual a 0,5. Os nanocompositos
AuNP-PLU:4F e AUNP-PLU:5F apresentaram crescimento das AuNPs adicionando-se
0,1 mmol Lt de HAuCls em cada um na proporcéo de 1:1 v/v e fotoexcitados durante
50 min.

A Fig. 25 apresenta os espectros de UV-vis dos nanocompositos AUNP-PLU:4F
e AuUNP-PLU:5F, antes e depois da adi¢do dos ions de ouro. Os hanocompdsitos com
as AuNPs crescidas foram identificados por AuNP-PLU:4F-grown e
AuUNP-PLU:5F-grown. O leve deslocamento para o azul da banda LSPR e o seu
alargamento nos nanocompdsitos crescidos indicam a alteracdo do tamanho dos
nanocompodsitos que podem estar associados ao aumento de tamanho das particulas
metdlicas sintetizadas nesse novo processo. Por outro lado, a auséncia da banda
LMCT na regido entre 200 e 300 nm confirma que os ions de ouro adicionados foram

totalmente reduzidos.
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Figura 25. Espectro de UV-vis dos nanocompésitos crescidos identificados por: AUNP-PLU:4F-grown e

AuNP-PLU:5F-grown tendo como sementes as AuNPs dos nanocompdsitos AuNP-PLU:4F e 5F,
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respectivamente. Inset: deslocamento da banda LSPR de 528 para 542 nm (AuNP-PLU: 4F para o
AUNP-PLU:4F-grown) e de 526 para 537 nm (AuNP-PLU: 5F para AUNP-PLU:5F-grown).

A Fig. 26 apresenta as micrografias em alta resolugcdo dos nanocompoésitos
AuUNP-PLU:4F e AUNP-PLU:5F antes da adicéo de ions de ouro, quando consideradas
como sementes, com Dmv=10,4 e Dm=12,2 nm, respectivamente e apds o crescimento,
AuNP-PLU:4F-grown e AuNP-PLU:5F-grown com Dwm =12,2 e Dwm =15,4 nm. Esse
aumento de aproximadamente 2 e 3 nm foi observado nas imagens de MET em alta
resolucdo por uma camada menos densa. A regido central possui 0 mesmo tamanho
das sementes de cada amostra, podendo indicar. que os ions de ouro adicionados
nessa segunda etapa de sintese estdo sendo reduzidos na superficie das AuNPs

(sementes) permitindo o seu crescimento.
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Figura 26. Crescimento sucessivo das AuNPs via adicdo de ions de ouro na dispersao coloidal
AUNP-PLU:4F (a) e AuNP-PLU:5F (b), aqui consideradas como sementes, indicadas por 4F e 5F,
respectivamente. Apds crescimento as novas AuNPs foram nomeadas por 4F-grow e 5F-grow,
respectivamente. As linhas pontilhadas é para facilitar a visualizacdo do tamanho original da semente

na parte mais densa da figura. Escala de 5 e 100 nm.

O crescimento observado nas AuNPs do nanocomposito AuNP-PLU:5F na
Fig. 26 ndo resultou em alteracdo no tamanho hidrodindmico que permaneceu
proximo de 37 nm. Mas, no espectro de infravermelho (FTIR-ATR) observou-se um

deslocou a banda de vibracdo de estiramento do grupo éter v(C-O-C). Um
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deslocamento de 4 cm™ para maiores nimeros de onda (1110 para 1114 cm™) da
amostra AuNP-PLU:5F-grown em relacdo a amostra AuNP-PLU:5F (crescida) foi
observado. Além disso, a banda referente a oxidacdo do PLU também foi encontrada
na mesma regidao da Fig. 2. Esses resultados podem indicar que a criacdo de
interfaces iniciais formadas por nanoparticulas em dispersdo cria ambientes que
redirecionam o crescimento das AuNPs para processos néao classicos (reducéo de
ions de ouro no bulk) como foi relatado na literatura[32]. Desta forma, o crescimento
sucessivo das AuNPs via adicdo consecutiva de ions de ouro na dispersédo pode
ocorrer pela ativagdo da luz UV. Realizando o0 mesmo procedimento com amostras
controle (sintetizadas com luz ambiente) ndo foi observado crescimento das

nanoparticulas.

4.4 Estabilidade do Nanocompasito

A estabilidade dos nanocompdsitos produzidos foi estudada em funcédo do
tempo e da temperatura (23° e 10 °C) . Quando os nanocompdsitos foram estocados
a temperatura ambiente (23°C), os resultados mostraram uma dependéncia com a
concentracdo do PLU usada na sintese. Os nanocompa@sitos com baixa concentracao
de PLU (< 1 mmol L) apresentam sinais de sedimentacéo das AuNPs apés 15 dias,
com Dx ~ 100 nm. Enquanto para concentragées de PLU > 2 mmol L* apresentam
sinais de agregacdao apos 20 dias com Du ~ 60 nm.

Quando os nanocompdsitos foram armazenadas a 10 °C, as amostras com
concentracdes de PLU > CMC apresentaram estabilidade por até 60 dias depois de
sintetizadas. Os dados obtidos a partir do monitoramento por 60 dias do
nanocompoésito AUNP-PLU-5F sdo apresentados na Fig. 27 observando-se que a
banda plasmoénica (LSPR) permanece inalterada, enquanto o diametro hidrodinamico
permanece praticamente constante, Dn ~ 37 nm durante todo periodo. Portanto, a
melhor condicdo de armazenamento dos nanocompoésitos, entre as temperaturas

estudadas, para conservar todas as suas propriedades € a 10 °C.
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Figura 27. Espectros de absorbancia UV-vis do nanocompésito AUNP-PLU:5F apds a sintese, com 30

e 60 dias de armazenamento a 10°C, conforme indicag&o. Inset: Imagem digital apds 60 dias.

A estabilidade do nanocompdésito AUNP-PLU:5F também foi investigada para
pH neutro visando aplicagBes biologicas. O estudo foi realizado tomando-se uma
aliqguota do nanocompdsito AUNP-PLU-5F, que foi centrifugada e ressuspendida em
solugcdo tampéao (PBS, pH=7,23) em duas proporc¢des: 1:1 e 1:4. Os espectros de
UV-vis registrados no momento da diluicdo e apds 24h do preparo estao apresentados
na Fig. 28 (a) com imagens digitais das dispersdes coloidais e em (b) a micrografia
obtida por MET do AuNP-PLU-5F diluido em 1:4 em PBS na escala de 100 nm e inset

na escala de 5 nm.
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Figura 28. (a) Espetros de absorbancia no UV-vis do nanocompésito AUNP-PLU:5F centrifugado e

ressuspendido em solucéo de PBS: 1:1 e 1:4, conforme indicacdo e inset imagens digitais da disperséo
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coloidal. (b) Micrografia MET do nanocompésito diluido em 1:4 em PBS. Escala 100 nm e inset: imagem
alta resolugdo com escala de 5 nm.

O diametro hidrodindmico do nanocompdsito com diluicdo de 1:1 em PBS
permanece em proximo de 39 nm, enquanto o AUNP-PLU ressuspendido em PBS na
proporcao de 1:4 apresenta Dn proximo de 76 nm. O Dn do nanocompadsito AUNP-PLU
utilizado neste estudo € de 37 nm. Observa-se entdo que quando diluido na menor
proporcao de PBS nenhum efeito de agregacéao é visualizado com o pH = 6,5 a 21°C.
Por outro lado, uma agregacdo € promovida quando 0 nanocompoésito é diluido em
1:4 tendo o pH = 7,1 a 21°C que pode ser causado pelo aumento do pH ou da
salinidade do meio; ou pela interacdo com algum elemento presente no tampé&o (cloro,
potassio, fosfato e sodio). Para esclarecer este fato outras analises devem ser
realizadas com controle dessas condi¢cdes do meio. Contudo, essas amostras quando

armazenadas sob refrigeracdo (10°C) permanecem estaveis por 60 dias.

4.5 Ensaio in vitro de citotoxicidade

A viabilidade celular in vitro dos nanocompdésitos foi avaliada com a linhagem
celular NIH-3T3 (fibroblastos), que esta presente em todo tecido conjuntivo humano,
empregando-se o protocolo MTT. Este ensaio foi realizado para dois tempos de
incubacgao 15 min e 24h. Os periodos de incubacao foram definidos considerando-se
o estudo realizado in vivo com nanocompasitos (AUNP@PEG)[3,63]. Os resultados
mostraram que AuNPs com tamanhos na faixa de 4-13 nm permanecem na corrente
sanguinea por 24h enquanto nanoparticulas maiores (~100 nm) sdo rapidamente
absorvidas pelo figado, baco e apresentam menos tempo de circulacéo.
Estabeleceu-se o tempo de 15 min para uma avaliagao preliminar da citotoxicidade
induzida e o de 24 h.

A Fig. 29 apresenta a viabilidade celular dos nanocompésitos AUNP-PLU:5F e
AuNP-PLU:5A para os dois tempos de incubacdo avaliados em fungdo da
concentracao relativa. Essa concentracdo corresponde a percentagem de diluicdo da
concentracdo inicial de cada amostra. Como parametro de referéncia (controle)

utilizou-se células tratadas com a solucdo de PLU e células néo tratadas (sem adicao
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de PLU ou nanocompdsitos). Esta Ultima sera identificada como controle da
viabilidade celular na Fig. 29. A Tabela 3 apresenta as concentracdes de PLU, ouro
(Au®) e de nanoparticulas para cada diluicdo apresentada na Fig. 29.

Tabela 3. Valores das concentra¢gfes dos solutos em cada diluicdo empregada no ensaio de MTT: a
concentracdo do PLU puro (solucdo aquosa); a concentracdo de PLU nas dispersfes coloidais, a

concentragdo de ouro coloidal (Auo) e de nanoparticulas (AUNP-PLU) para os nanocompdsitos
AUNP-PLU:5F e AuNP-PLU:5A.

_ PLU coloidal [Au®] coloidal

Concentragéao PLU puro [AuNPs] (umol L)

] (mmol L) (mmol L)
relativa (%) (mmol L)
5F 5A 5F 5A 5F 5A

0,8 0,016 0,013 0,015 0,025 0,022 0,109 0,027
1,6 0,032 0,026 0,031 0,049 0,044 0,218 0,054
3,1 0,062 0,051 0,060 0,096 0,086 0,422 0,105
6,3 0,126 0,208 0,122 0,195 0,175 0,857 0,214
12,5 0,250 0,206 0,241 0,386 0,346 1,70 0,425

Para tempo de incubacdo de 15 min (Fig. 29 (a)) verifica-se uma viabilidade
celular acima de 80% para todas diluicdes seriadas dos nanocompositos e do PLU
puro. Nenhuma variacao estatistica foi verificada entre o grupo controle e o grupo
tratado com os nanocompasitos ou com a solu¢éo de PLU puro. Entre 0s grupos na
mesma concentracdo de diluicdo ou entre a mesma amostra em diferentes
concentracfes ndo foi verificado nenhuma citotoxicidade induzida. Isto sugere que o
tratamento de 15 min ndo promoveu alteragdo na viabilidade celular que pode ser
devido a alta biocompatibilidade dos nanocompdsitos e/ou porque o tempo utilizado

nao foi suficiente para a incorporagcédo dos mesmos nas células.
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Figura 29. Viabilidade celular dos nanocompoésitos AUNP-PLU:5F e AUNP-PLU:5A e para a solucéo de
PLU puro (sem AuNPs) em funcéo da diluicdo seriada no tempo de incubacdo de 15min (a) e 24h (b).
Como controle foram utilizadas células sem tratamento (adicdo de PLU ou nanocompdsitos). As
concentracdes relativas referem-se a percentagem de diluicdo da concentracgao inicial de cada amostra.
As barras representam a média * desvio padréo. Os asteriscos referem-se a uma diferenca estatistica
com significancia de p < 0,05, e sua cor é para facilitar a comparagao: vermelho com o grupo controle

e preto entre as amostras e as amostras com o PLU.

Os resultados obtidos para o tempo de incubacdo de 24h apresentaram
diferenca estatistica (p <0,05) entre percentagem de viabilidade celular dos
nanocompoésitos e do grupo controle e também entre as amostras a partir da
concentracéo relativa de 3,1 %. Os dados sugerem que 0s hanocompgésitos e o PLU
puro interagiram com as células de maneira diferente induzindo citotoxicidade apenas,
no caso dos hanocompositos, acima de 3,1 % e para o PLU na concentragédo de 12,5%
(Fig. 29(b)). Observou-se que o0s grupos tratados PLU, AuNP-PLUSF e
AuNP-PLU:5A apresentam o mesmo comportamento com relacao a viabilidade celular
nas concentracdes até 1,6 %, quando atinge um patamar de maxima viabilidade
celular. Nessas concentragdes o0 grupo tratado com a amostra sintetizada em luz
ambiente (AuNP-PLU:5A — barra verde) apresenta uma leve diminui¢cao na viabilidade,
detectada estatisticamente, em relacdo a solugdo de PLU puro (barra azul). E
provavel que isso seja efeito da presenca das nanoparticulas de ouro. Entre as
amostras AuNP-PLU:5A e AuNP-PLU:5F ndo h& diferenca estatistica, indicando que
a diferenca de diametro, 20 e 12 nm néo exerce influéncia. Uma diferenca estatistica

muito pequena (significancia de p <0,04) entre as amostras a AuNP-PLU:5F e
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AuNP-PLU:5A aparece apenas na concentracdo de 12,5%. E provavel que a elevada
concentracdo de AuNPs da amostra fotoexcitada em relacdo a amostra sintetizada
com luz ambiente (veja Tab.3) esteja contribuindo para esta variagdo na
citotoxicidade. Contudo, a amostra fotoexcitada apresenta dados estatisticos
melhores que a amostra sintetizada em luz ambiente. Nas concentracdes abaixo de
3,1% nenhuma diferenca significativa (p < 0,05) € verificada entre o grupo tratado com
0 nanocomposito AUNP-PLU:5F e o grupo tratado com PLU e com o grupo controle
(sem tratamento) confirmando a alta compatibilidade do nanocompdsito nessas
condicoes.

A medida que a diluicdo diminui, ou seja a porcentagem relativa da
concentragdo inicial aumenta, é observado uma queda na viabilidade celular dos
nanocompadsitos em relacdo ao grupo tratado somente com PLU e ao grupo controle
(sem tratamento). Nao se verificou nenhuma variacao estatistica entre o grupo tratado
com PLU puro com o grupo controle, e entre as diferentes concentracdes de PLU.

O valor do IC-50 de PLU para os nanocompdsitos estudados foi obtido a partir
da curva dose-resposta. Com o valor da concentracdo de PLU determinou-se a
concentracdo de ouro para o valor mediante ao valor encontrado para o copolimero
(civi=c2v2). Os resultados encontrados foram: 0,18 mmol L* e 0,20 mmol L onde a
concentracdo de ouro é de 0,34 e 0,29 mmol L'1. Connor et al. [64] mostrou que
nanoparticulas preparadas pelo método Turkevich (~18 nm) com a superficie
modificada por cisteina sdo atéxicas em células K562 (leucemia) até a concentracao
de 0,25 mmol L1 apés 3 dias de tratamento. Este resultado é similar aquele
encontrado para a amostra controle. Por outro lado, a biocompatibilidade do
copolimero (F127 ou PLU) encontrada neste estudo também foi verificada no trabalho
de Jin et al. [65]. Nenhuma variacdo da viabilidade celular de células HelLa foi
encontrada até a concentracdo de 19,8 mmol L ap6s 48h de tratamento, mostrando

a boa compatibilidade do PLU puro.
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CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizadas com sucesso nanoparticulas de ouro com
fotoexcitagdo de mistura reacional contendo ions de ouro (HAuCls) e o copolimero
Pluronic F127.

Quando se compara os dados obtidos na sintese aqui desenvolvida, com
amostras controle sintetizadas sem a presenca da radiacdo UV, verifica-se que a
nucleacdo foi favorecida na sintese fotoexcitada enquanto o crescimento foi
predominante na sintese controle. Em adi¢do, observa-se que a sintese pode ser
realizada com concentrag6es de PLU na faixa de 0,1 a 10 mmol L*, maior do que no
caso da sintese realizada em condi¢cdes ambiente (0,5 a 10 mmol L%); enquanto o
tempo de formacdo dos nanocompdsitos hibridos AuNP-PLU foi reduzido de no
minimo 60 min para 10 min na sintese fotoexcitada; AuNPs produzidas com
fotoexcitagcdo apresentam uma distribuicdo de tamanho estreita, enquanto as
produzidas via sintese controle apresentam uma grande polidispersividade de
tamanho.

Quando ha incidéncia de luz UV na reacado redox a cinética da reacéo e o
mecanismo de formacgéo das AuUNPs sao alterados. A cinética da reacéo parece ser
independente da concentragédo de PLU quando o regime micelar é alcancado (PLU > 1
mmol L) e a reacdo redox ocorre mediante a excitacdo e desproporcionamento do
ion metalico com oxidacéao do copolimero. A evidéncia desse processo de oxidagao
foi observada nos espectros FTIR-ATR que sugerem a presenca dos produtos de
oxidagao.

As caracteristicas morfologicas das AuNPs dependem da concentracao,
observou-se uma reducdo no diametro médio de 13 para 7 nm com a variacao na

concentragdo de PLU de 0,1 a 8 mmol L, com a concentragdo do precursor metalico
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fixa em 2 mmol L. Por outro lado, quando a concentracdo do HAuUCIs na sintese foi
variada, mantendo-se a concentracdo de PLU em 2 mmol L, obteve-se diametros
médios na faixa de 10 a 12 nm. Analises eletroquimicas obtidas por voltametria ciclica
mostraram que a sintese no caso dos nanocompa@sitos obtidos com fotoexcitacéo,
ocorre a completa reducédo dos ions de ouro até mesmo na menor concentracao de
PLU estudada (0,1 mmol LY) confirmando a eficiéncia de reducédo do precursor. O
mMesmo N&o ocorre para as amostras controle que apresentaram seu maior rendimento
na concentracdo de 2 mmol L de PLU.

Em uma segunda etapa de sintese verificou-se que o crescimento das AUNPs
pode ser controlado mediante a adicdo de ions de ouro em dispersfes contendo
AuNPs seguida de fotoexcitacdo, de modo as nanoparticulas presentes no meio
aquoso nucleiem os ions de ouro adicionados. O resultado foi um aumento de
didmetro de 12,2 para 15,4 nm para no nanocomposito AUNP-PLU:5F.

Ensaios de citotoxicidade in vitro em células NIH-3T3 mostraram que 0s
nanocompaositos sdo atoxicos apos incubacgdo por 24h, empregando-se a metodologia
MTT para concentracdes de PLU < 0,18 mmol L e de Au°< 0,34 mmol L.

Em resumo, a investigacdo detalhada das propriedades dos nanocompdsitos
AuNP-PLU, mostrou que a introducdo da fotoexcitacdo durante a formacdo das
AuNPs na presenca de PLU melhora as propriedades dos nanomateriais produzidos,
por exemplo, para a solucao reacional padrao, diminui o tempo de sintese para 10 min
reduzindo todo o precursor metélico, enquanto no processo de sintese em condi¢fes
ambiente, o tempo necessario € de 60 min, ainda se observa residuo do precursor
metélico indicado pela presenca banda LMCT no espectro de UV-vis e 0 pico catodico
em 0,56 V no voltamograma ciclico.

O estudo detalhado das propriedades da amostra controle, sintetizada em
condicbes ambiente, permitiu a determinacdo dos parametros cinéticos e
termodinamicos, contribuindo para elucidar o processo de formagdo das AuNPs na
presenca de copolimeros no método sintese ja existente, sem a presenca da radiacao
uVv.

Como perspectivas para continuidade deste trabalho sugere-se avaliar o
potencial de aplicagdo dos hanocompdésitos desenvolvidos como agentes de contraste
em imagens de raios X e para entrega direcionada de farmacos. Em outra abordagem,

a producéo de nanofilmes com os nanocompdsitos sintetizados e o estudo de suas
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propriedades. Como complemento do estudo desenvolvido, sugere-se a investigacao

do processo de sintese das AUNPs em outros copolimeros com fotoexcitacao.
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APENDICE

A - Calculo da concentracdo de nanoparticulas de ouro referenciada no trabalho
de Liu et al. [66].

O numero médio de atomos de ouro por nanoparticula (N) (em mols) foi
estimado considerando que elas séo esféricas com estruturas cristalinas fcc, e com
densidade de 19,3 g/cm?3, peso atémico (M) de 197 g/mol e com o diametro médio

(Dwm) obtido por MET através da equacao 1.

_ 1 p(Dy)?
"6 M S

E a concentragdo molar de nanoparticulas de ouro (Caunes) pode ser

N

determinada pela equagéao 2.

N
Caunps = m (2)

sendo Nt a concentracao total de ouro, N determinado pela eq. 1, V o volume da

amostra, e Na 0 numero de Avogadro.

B — Processo de aquisicdo dos espectros de infravermelho pelo método ATR.
Gotejou-se 10uL da amostra liquida apos ser centrifugada (sem diluir) sob o
cristal do espectrofotdmetro e a banda de vibracéo de estiramento O-H localizada em
3300 cm™ foi monitorada durante 27 min. Apés sucessivas medidas obteve-se um
espectro constante sem a presenca dessa banda indicando que a amostra foi seca
sobre o cristal de ATR. A Fig. B1 apresenta os espectros em trés momentos de

aquisicao.
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Fig. B1. Espectros sucessivos do nanocompdsito AuNp-PLU:3F ap6s gotejar amostra sobre o cristal
do equipamento (t=0), apdés 27 min e 30 min quando as bandas associadas as vibra¢cdes OH
(estiramento simétrico e assimétrico em 3331 cm-1, dobramentos em 1645 cm! e 588 cm1) ndo sédo

significativas.

C - Viscosidade absoluta

Para o célculo de viscosidade absoluta mediu-se o tempo de escoamento da
agua (liquido padréo) e das solucdes de F127 utilizando um viscosimetro de Ostwald
a 25 °C. A massa de 1 mL de cada solucdo foi aferida para determinacdo da
densidade. Todos as medidas foram realizadas em quadruplicada. Com os dados

encontrados determinou-se a viscosidade absoluta nass, em unidades cP, por:

nabs =na(tL PL) C1l
ta Pa

em que na € a viscosidade da agua a 25 ° C (0,8904 cP), t. é o tempo de escoamento
do liquido (solugdes de PLU), p. a densidade do liquido, ta 0 tempo de escoamento da
agua e p a viscosidade da agua.

Os resultados obtidos pela Eq. C1 estdo apresentados na Fig. C2.
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104 —— f(x)=exp(-0,40+0,27*x) u
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Fig. C2. Viscosidade absoluta das solu¢bes de PLU em fun¢éo da concentracdo do copolimero a 25 °C

(pontos pretos). Ajuste dos pontos pela funcdo exponencial indicada (linha vermelha).

D — Célculo do tempo de reacéao
Considerando que a func¢do utilizada no ajuste € do tipo:

Y(t) = a; — aye Kante D1

em que ai e b1 sdo constantes, Kobs representa a constante de taxa observada e t o
tempo estimado. Assumindo o valor de ai=az=a
Y(t) = a(1 — e Kartr) D2

Para que a dindmica do sistema seja igual 99,3%, teremos que:
e Kale ~ (0,007 D3

logo o tempo de reacdo pode ser estimado por:

tp = —
E Koy D4

E- TEMPERATURA DURANTE A SINTESE FOTOEXCITADA

A temperatura da sintese fotoexcitada foi monitorada com um termémetro
durante 50 min de exposicao a radiacdo UV da mistura reacional contendo 2 mmol L
1 de PLU e de HAuUCIs. A reacdo do nanocompésito AUNP-PLU:5F formado por esta
mistura ocorre em 10 min de fotoexcitagdo. A temperatura ambiente neste

experimento foi de 21 °C.
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Figura F1. Temperatura em funcéo do tempo de sintese para o nanocompdésito AUNP-PLU:5F.

F- TERMODINAMICA DE FORMACAO DOS NANOCOMPOSITOS CONTROLE: AUNP-PLU:5A

Como descrito na secdo experimental 3.4 os espectros de UV-vis foram

adquiridos com adicao de 300 uL de HAuCl4 divididos em 20 incrementos de 15 uL.

Estes resultados estdo apresentados na Fig. F1.

Comprovou-se a condigdo de

equilibrio entre cada adicdo de ions de ouro com os valores de Abswmax coletados dos

espectros adquiridos apés 4 min e 8 min de cada incremento. O nanocompagsito possui

as mesmas caracteristicas daquele com a adi¢ao total de 300 pL de HAUCIls. O Amax

encontrado foi de 537nm com adi¢cdo em incrementos, e 540 nm com adig&o volume

total de 300 uyL de HAuClas.

0.8- AuNP-PLU:5A e
g
]
= ]
= 0,6+ adicéio 300uL ]
“? em incrementos o e
8 15uL HAUCI, o
% 0,4 e adicéo total
= \ e 300uL HAUCI,
%) - e
2 0,21 o
o®
°®
e
001 8
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Figura F1. Absorbancia maxima em funcdo da adicdo de incrementos de 15uL de HAuUCls. A

absorbancia maxima foi coletada apos 4 min e 8 min da adi¢cdo dos incrementos. Ponto vermelho

corresponde ao nanocomposito com que teve a adi¢ao total dos 300uL de HAUCIs .
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Os parametros termodinamicos de formacdo do nanocompdsito controle
(AUNP-PLU:5A) foi obtido por medidas de ITC (calorimetria de titulacdo isotérmica)
conforme descrito na se¢éo 3.4. Os resultados encontrados estdo apresentados na
Fig. F2.

Para cada adigdo de HAuUCI4 na solugdo de PLU observou-se um fluxo de calor
associado a interacao dos ions de ouro com o PLU e também da interacdo do ions de
ouro com a agua (calor de diluicdo). Da mesma forma, o PLU contribuird com um fluxo
de calor referente a sua interacdo com a agua contida na solucéo do titulante (solucao
de HAuCls). Por isso, o calor de diluigado foi calculado medidante aos experimentos
de ITC independentes com a titulacdo de PLU e HAuCls em agua (Fig. F2 c-d). Esse
calor foi descontado do experimento principal (Fig. F2 a-b) para que somente a

contribuicdo da interagéo dos ions de ouro com o PLU fosse significativo.
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(e) Parametros Termodinamicos

Sitios Entalpia de ligacdo Constante de ligacdo Entropia, TAS Energia livre de Gibbs
ligantes AH (kcal/mol) K (x10* M%) (kcal/mol) AG (kcal/mol)
1 -101.4+£17.0 1.8+.05 -955+17.1 -5.8
2 1318.5 +383.9 7.6+3.6 1325.3 +385.8 -6.8
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3 -12980.0 + 113.1 42=+21 -12969.5 + 126.5 -10.5
4 53025.0 + 1888.0 34+0.1 52921.6 £ 1897.4 103.4

Figura F2. Calorimetria de titulagéo isotérmica (ITC) da formagdo do nanocompésito AUNP-PLU:5A. (a)
Fluxo de calor em fungéo do tempo durante cada inje¢do de ions de ouro (HAuCls a 2 mmol L) na
solugdo de PLU (2 mmol L2). (b) calor envolvido em funcdo da razéo molar [HAuUCI4)/[PLU] para cada
injecdo (pico) apresentado em (a). (c) fluxo de calor durante a titulagdo de HAuCls em agua (linha
azul) e de PLU em &gua (linha pink). (d) calor de diluicdo do HAuUCIls e do PLU em funcédo da razéo
molar [HAuUCl4)/[PLU]. Os dados (a-b) foram subtraidos do experimento (c-d). (e) tabela com os

parametros termodinamicos extraidos do ajuste realizado em (b).

Apesar da complexidade do processo de formacdo dos nanocomplexos ha pelo
menos dois estagios bem definidos que estao identificados na isoterma da Fig. F2(b).
Um estagio inicial consistentemente exotérmico dirigido entalpicamente quando as
razdes molares < 0,05 associado aos sitios de ligacdo 3 e 4 (principalmente ao sitio
3 pelo valor da energia livre de Gibbs) atribuido a coordenacéo dos ions de ouro com
0s oxigénios da cadeia do PLU.

Outro estagio é verificado para razdes molares entre 0,05 e 0,12 (Fig. F2(b)).
Um forte processo endotérmico é observado e aparenta estar associado ao
crescimento dos nucleos de Auo e sua auto-agregacdo. Neste segundo estagio ha
contribuicdo dos sitios 1 e 2. Isso indica que a complexa¢do do ouro metalico com a
cadeia do polimero € uma interagdo hidrofobica classica diminuindo os graus de
liberdade do polimero, mas aumentando a entropia total do sistema como
consequencia da exclusdo de moléculas de 4gua no ambiente superficial das regides
hidrofébicas do polimero durante a interagéo.

Resumindo, a complexacdo dos ions de ouro com a cadeia do PLU é um
processo entalpicamente dirigido e exotérmico. E a formacédo do nanocomplexo é

dirigido entropicamente e endotérmico.

G- Espectros de absorcdo no Uv-vis utilizados na ultracentrifugacao analitica
(SV-AUC)
Os comprimentos de onda escolhidos para monitoramento dos perfis de

sedimentacdo dos nanocompa@sitos com a aplicacdo de um alto campo centrifugo
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ocorreu mediante o espectro apresentado na Fig. G1. O PLU responde com uma leve

banda a 260 nm e as AuNPs em 530 nm para o hanocompdsito AUNP-PLU:5A.
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Figura G1. Espectro de absorcdo no UV-vis para o nanocomposito AuNP-PLU:5A. As indicagbes

referem-se aos comprimentos de onda de absor¢do do PLU, em 260 nm, e das AuNPs em 530 nm.

G- Equacao de Lamm
A evolucdo temporal da distribuicdo de concentracdo radial de particulas

durante a aplicacdo de um campo centrifugo € dado pela equa¢édo de Lamm [55,67],

de(r,t) 10 ( Dac(r, t)
ot  ror r or

— sw?r?c(r, t))

em que, c(r,t) é distribuicdo de concentracao radial (r) das particulas em intervalos de
tempo (t) durante o curso do experimento com uma dada velocidade angular do rotor
w; D e s sdo coeficientes de difusdo e sedimentacdo das particulas, respectivamente.
Ndo ha solugbes exatas para a equagdo de Lamm e solucdes aproximadas e
numericas formam a base de muitos programas de analise de SV-AUC usados para

extrair os dados de s e D.
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