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Resumo

O desenvolvimento de novos materiais nanoestruturados é de vital relevancia para a
solugédo de diversos desafios na sociedade contemporanea. Neste sentido, dispersoes
coloidais de pontos quanticos (QDts) de ZnS e nanoparticulas de ouro (AuNPSs), tém
sido extensivamente estudadas devido a suas propriedades Opticas e sua capacidade de
biofuncionalizagdo. Neste trabalho, foi realizada a sintese e um amplo estudo de
dispersdes coloidais aquosas de AuNPs, QDts de ZnS e nanoheterojungdes (Au@ZnS),
por rota coloidal aquosa mediada por carboximetilcelulose (CMC). Os materiais
nanoestruturados desenvolvidos foram caracterizados por técnicas morfoldgicas,
espectroscopicas e quimicas. Os resultados obtidos demonstram nanoestruturas
metélicas cristalinas de didmetro em torno de 20 nm, estiveis e com caracteristicas
fisico-quimicas, coloidais e oOpticas dependentes do pH e do grau de substituicdo das
cadeias poliméricas da CMC associado ao efeito da protonagdo/desprotonacdo dos
grupos carboxilatos (COO/COOH), no mecanismo de nucleacdo e crescimento
coloidal. AUNPs@CMC nanoconjugados com a glicoproteina gp41 e anticorpos anti-
HIV1, foram aplicados como biossensor para deteccdo de HIV, com sensibilidade na
ordem de pM, através de espalhamento de luz em dispersédo coloidal. A sintese de QDts
de ZnS, apresentou nanocristais com didmetro em torno de 3 nm e, caracteristicas
dependentes das condi¢des de sintese, com significativa emissdo de luz (~430 nm) e
rendimento quantico (QY) de 0,3 %, sendo aplicados para bioimagem de células
cancerigenas de glioma. As condi¢cBes quimicas da cadeia polimérica (RCOO™ —
COOH), juntamente com a estequiometria de reacdo (Zn:S), apresentou efeito
fundamental na nucleacdo e crescimento dos QDts de ZnS@CMC, influenciando nas
propriedades Opticas de absorcdo e emissdo. A casca de ZnS nanocristalina com
espessura de 2,5 nm, garantiu o confinamento quéntico na nanoheterojungdo Au@ZnSs-
CMC, resultando em emisséo de luz (~430 nm), com acoplamento plasmon/éxciton e
mecanismos de transferéncia de carga/energia na interface influenciando a ressonancia
plasménica e a emissdo fotoluminescente. A inclusdo de fons trivalentes (In**) na
estrutura cristalina da casca, resultou em ajuste do band gap e, na supressdo da emisséo

de luz (quenching), devido a complexa estrutura de defeitos.
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Abstract

Nowadays, the development of new nanostructured materials is vital for
nanotechnology applications. In this sense, colloidal dispersions of ZnS quantum dots
(QDts) and gold nanoparticles (AuNPs), have been extensively studied due to their
optical properties and biofunctionalization capacity. In this work, the synthesis of
aqueous colloidal dispersions of AuNPs, ZnS QDts and nanoheterojunctions (Au@ZnS-
CMC) were carried out by aqueous colloidal route mediated by carboxymethylcellulose
(CMC) biopolymer. The nanostructured materials were characterized by morphological,
spectroscopic, and chemical techniques. The results demonstrate 20 nm diameter
crystalline metallic nanostructures, stable and with physicochemical, colloidal and
optical properties dependent on the pH and the degree of substitution of the CMC
polymer chains associated with the protonation/deprotonation effect of the carboxylate
groups (COO/COOH), in the nucleation and colloidal growth mechanism.
AUNPs@CMC nanoconjugates with the glycoprotein gp41l and anti-HIV1 antibodies,
were applied as a biosensor for HIV detection, with sensitivity in the order of pM,
through light scattering in colloidal dispersion. The synthesis of ZnS QDts, presented
nanocrystals with a diameter around 3 nm and optical properties dependent on the
synthesis conditions, with significant light emission (~ 430 nm) and quantum yield
(QY) of 0.3%, being applied to bioimaging of glioma cancer cells. The chemical
conditions of the polymeric chain (RCOO~ — COOH), combined with the reaction
stoichiometry (Zn:S), had a fundamental effect on the nucleation and growth of
ZnS@CMC QDts, influencing the optical properties. The 2.5 nm thick nanocrystalline
ZnS shell ensured quantum confinement in the Au@ZnS-CMC nanoheterojunction,
resulting in light emission (~ 430 nm), with plasmon/exciton coupling and
charge/energy transfer mechanisms in the interface influencing plasmon resonance and
photoluminescent emission. The inclusion of trivalent ions (In®*) in the crystalline
structure of the shell resulted in the adjustment of the band gap and in the suppression
of light emission (quenching), due to the complex structure of defects.
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Capitulo 1 - Introducao

O desenvolvimento de novos materiais nanoestruturados é de vital relevancia
para o desenvolvimento cientifico e tecnolégico. Pontos quanticos “Quantum dots”
(QDts) 9, nanoparticulas metalicas (MNPs) ©7), nanoestruturas de carbono @ e
nanomateriais hibridos %!V tém sido extensivamente estudados, principalmente devido
as suas propriedades fisico-quimicas e comportamento 6ptico ?. Em especial,
dispersdes coloidais de QDts de ZnS e de nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém sido
extensivamente estudadas devido a suas propriedades Opticas e capacidade de
biofuncionalizagdo *3®, As novas propriedades apresentadas por esses materiais s&o
relacionadas principalmente ao seu tamanho em escala nanométrica, 0 que provoca a
ocorréncia de efeitos de confinamento quantico, e pela significativa razdo entre area
superficial e volume @7, A Figura 1.1 apresenta imagens de dispersdes coloidais de
QDts semicondutores em (a), e AuNPs em (b), demostrando o efeito destas

propriedades em escala nanométrica sobre as caracteristicas macroscopicas dos

nanomateriais.
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Figura 1.1 - a) QDts semicondutores demostrando a variacdo de suas propriedades
Opticas com o tamanho (modificado e reproduzido com permissao da referéncia (5)). b)
AuNPs de diferentes morfologias (modificado e reproduzido da referéncia (14) com

permisséo de The Royal Society of Chemistry).




Dispersdes coloidais de QDts, sdo uma classe de nanomateriais semicondutores
amplamente aplicadas para bioimagem de sistemas bioldgicos e em biossensoriamento,
devido a emissdo fotoluminescente dependente do tamanho, fenbmeno associado ao
confinamento quantico dos elétrons 822, Por outro lado, AuNPs 324 s30 promissoras
para aplicagcdes biomédicas, devido a possibilidade de biofuncionalizagcdo com proteinas
e anticorpos, e principalmente, pelo fendmeno de ressonancia de plasmon de superficie
localizado (LSPR) ?527, LSPR sdo modos eletromagnéticos criados na superficie de
nanoestruturas metalicas, associados com oscilagdes coletivas dos elétrons de conducao
confinados em dimensbes menores que o0 comprimento de onda de excitagdo. Sistemas
hibridos entre QDts e AuNPs sdo interessantes, principalmente porque combinam as
propriedades plasménicas das AuNPs com as propriedades luminescentes dos QDts,
formando nanoestruturas hibridas funcionais com propriedades diferentes de seus

constituintes individuais ©®).

A sintese de nanomateriais, contudo, é geralmente realizada através de rotas
quimicas organicas que envolvem a utilizacdo de reagentes tdxicos ou de elevada
toxicidade em meio bioldgico. Assim, recentemente tem havido um grande interesse na
sintese de nanomateriais utilizando técnicas e procedimentos ambientalmente
sustentaveis, eliminando metais pesados, ligantes toxicos e residuos perigosos. Neste
trabalho, a sintese de AuNPs foi realizada através da mediacdo do biopolimero
carboximetilcelulose (CMC). A celulose € um polissacarideo abundante, natural e
renovavel que pode ser modificado em CMC substituindo o grupo CH>OH da unidade
de glicose por um grupo carboxilato (-COO"). Sendo um derivado de celulose, a CMC
pode ser um Otimo agente de estabilizacdo de MNPs e QDts em meio aquoso em
aplicacBes visando a biocompatibilidade, devido ao seu carater anibnico, a dependéncia
das caracteristicas da cadeia polimérica com o pH e pela solubilidade em agua. As
propriedades fisico-quimicas da CMC dependem do grau de substitui¢do (GS). O GS é
0 nimero médio de grupos hidroxila substituidos por unidade monomérica, sendo de
significativa influéncia na solubilidade de solu¢bes de CMC. Sendo assim, tem grande
importancia em métodos de sintese aquosa de nanomateriais. Recentemente, diversos

trabalhos tém sido publicados com a utilizagdo de CMC para sintese de nanomateriais
(29-31)




Neste trabalho, foram desenvolvidas dispers6es coloidais aquosas de AUNPs
utilizando CMC como agente de reducao e estabilizacdo (AUNPs@CMC), e ainda um
sistematico estudo das condicdes de sintese e sua dependéncia com o pH e 0 GS. A
sintese ainda foi realizada com uma inovadora metodologia para crescimento de AuNPs
através de CMC com cadeias poliméricas modificadas com o aminoacido arginina.
Esses coloides foram aplicados no desenvolvimento de um inovador método de
deteccdo de HIV1 por espalhamento de luz pelo método de LIA (Laser immunoassay).
Além disto, foi sistematicamente estudado as condic¢des e parametros de sintese de QDts
de ZnS estabilizados por CMC (ZnS@CMC), sendo entdo aplicados para bioimagem de
células de tumor cerebral (glioma). Como consequéncia das etapas de desenvolvimento
realizadas, o objetivo principal deste trabalho foi alcancado com o desenvolvimento de
uma nanoestrutura hibrida, constituida por um nucleo metalico de ouro e uma casca
semicondutora de ZnS, formando uma nanoheterojuncéo plasménica fotoluminescente
com morfologia nucleo/casca (Au@znS-CMC), que foi desenvolvida através de rota

aquosa a temperatura ambiente e mediada pelo biopolimero CMC.




Capitulo 2 - Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto foi o desenvolvimento de dispersdes coloidais
aquosas de AuNPs, QDts de ZnS e nanoestruturas hibridas, constituidas por um nucleo
de ouro e casca de ZnS, a temperatura ambiente, mediada pelo biopolimero

carboximetilcelulose (CMC) e estudo das propriedades fisico-quimicas e dpticas.

2.2 - Objetivos especificos

e Sintese de AuNPs estabilizadas por CMC em dispersdo coloidal aquosa e sua
completa caracterizagdo espectroscopica, morfoldgica e quimica.

e Auvaliacdo dos parametros de sintese nas propriedades fisico-quimicas e opticas de
AUNPs.

e Desenvolvimento de ensaio imunoldgico para deteccdo de HIV1 através de
espalhamento dinamico de luz pelo método LIA (Light Scattering Immunoassay).

e Sintese de QDts de ZnS estabilizados por CMC em dispersdo coloidal e sua
completa caracterizacao espectroscopica, morfoldgica e quimica.

e Auvaliacdo dos parametros de sintese nas propriedades fisico-quimicas e opticas de
ZnS@CMC.

e Aplicacdo de ZnS@CMC como método de bioimagem para identificacdo de
células cancerigenas de tumor cerebral.

e Nucleacdo e crescimento de uma casca de ZnS na superficie de AuNPs pela
mediacdo e estabilizacdo do biopolimero CMC, para formacdo de
nanoheterojungbes  metal/semicondutor e sua completa caracterizagio
espectroscopica, morfologica e quimica.

¢ Avaliacdo das propriedades épticas em dispersdes coloidais formadas pela mistura
fisica entre AUNPs@CMC e ZnS@CMC.

e Nucleagdo e crescimento de uma casca de ZnS dopada com fons (In®*) na
superficie de AUNPs@CMC pela mediagio da CMC, e sua completa
caracterizagdo espectroscopica, morfolégica e quimica. Avaliagdo das

propriedades Opticas em dispersdes coloidais de nanoheterojuncdes dopadas.




Capitulo 3 - Revisao bibliografica
3.1 - Nanomateriais

3.1.1 - Nanocristais semicondutores

QDts 532 s30 nanocristais cristalinos de reduzidas dimensées (1-5 nm), em que
efeitos do confinamento quéntico dos elétrons tem consideravel influéncia nas
propriedades das dispersdes coloidais. Desde a sua descoberta em 1982, por Efros e
Ekimov ®%3%) tem consideravel atencdo como um componente importante de pesquisa
em nanotecnologia, devido a emissdao de fotoluminescéncia e a dependéncia do
comprimento de onda de emissao com o diametro.

Os nanomateriais semicondutores em geral sdo caracterizados pelas suas
estruturas de banda, principalmente sua energia de band gap (Eg), sendo a energia
minima necessaria para excitar um elétron da banda de valéncia (BV) para a banda de
conducéo (BC). Em materiais de gap direto, a posicdo do minimo da banda de conducéo
e do méximo da banda de valéncia ocorre no centro da zona de Brillouin, e nos de gap
indireto ocorrem fora do centro. Fisicamente, isso é caracterizado pelo fato de que os
materiais com gap indireto, ttm que absorver ou emitir um fonon, para garantir a
conservacdo do momento durante os processos de transicdes intra-banda. Devido a
necessidade de emissdo ou absorcdo de um fénon, o tipo de transicdo é de segunda
ordem, caracterizada por baixa probabilidade de transicdo Optica e consequentemente
baixa eficiéncia quantica de emissdo, além de ter tempo de vida radiativos elevados em
comparacdo com os materiais de gap direto 8. QDts, tém uma energia adicional devido
ao confinamento dos elétrons em sua estrutura, diferindo dos materiais em escala “bulk”
pelo aparecimento niveis quantificados de energia. Além disso, existe a possibilidade de
emissdo de luz em diversos comprimentos de onda, devido a dependéncia do grau de

confinamento dos elétrons com as dimensdes dos nanocristais (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Comparacdo dos estados de energia eletrbnicos de materiais
semicondutores com diferentes tamanhos. Eg: Energia de band gap, BC: Banda de
conducdo, BV: Banda de valéncia (Fonte: préprio autor. Adaptado da referéncia (3)).

Quando excitados por radiacdo eletromagnética de energia maior que sua
energia de band gap, os elétrons em QDts podem ser promovidos da banda de valéncia
para a banda de conducdo. Esse processo gera um par elétron-buraco (e/h*), também
conhecido por éxciton, que apds determinado tempo de relaxacdo, decaem para oS
niveis de valéncia (recombinacdo do par), com consequente emissdo de fétons com
energia igual a energia de band gap. Em materiais com band gap indireto, é necessario
levar em consideracdo a energia do fonon absorvido ou emitido pela rede cristalina,
diminuindo assim a probabilidade de recombinacdo com emissdo de um féton. A
equacdo 3.1 apresenta a relacdo entre o tamanho da particula e a energia de band gap

para QDts semicondutores.
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Onde:

Eg e Egwuiv) S80, respectivamente, as energias de band gap para QDts e para o

solido “bulk™ , respectivamente.
R € o raio do ponto quéantico.
L € a massa reduzida do éxciton no sélido.
e € a carga elementar do elétron.

3.1.2 - Sintese de Nanocristais semicondutores - O estado da arte.

A sintese de QDts geralmente utiliza precursores organicos e organometalicos
em alta temperatura, utilizando como agente de estabilizacdo, solventes organicos de
elevado ponto de ebulicdo @738, Entre os agentes estabilizantes, ligantes tidis sdo
vantajosos porque sdo eficazes para a formacédo de QDts monodispersos, com reduzidas
dimensdes, sendo apliciveis a uma ampla variedade de nanocristais semicondutores,
tais como, cadmio, zinco, chumbo, ect. A sintese utilizando &cido mercaptopropiénico
tem sido desenvolvida para diversos tipos de QDts, tais como, Zn (ZnS, ZnSe, ZnTe),

Cd (CdS, CdSe, CdTe), Pb (PbS, PbSe), além de ligas e estruturas do tipo nucleo/casca
(39-43)

A sintese de QDts contendo cadmio (CdS, CdSe e CdTe) é geralmente realizada
a alta temperatura utilizando acetato de cadmio (CH3COO).Cd como precursor, e
elementos calcogénios (S, Se ou Te) em meio organico, sendo utilizados diversos
compostos estabilizantes “4. Em uma sintese tipica, precursores organometalicos s&o
adicionados a solventes de coordenagdo em um recipiente a altas temperaturas (=
300°C). Basicamente, os solventes de coordenacdo servem como ligante, sendo
geralmente uma mistura de agentes tensoativos. Durante 0 processo de sintese, seus
grupos terminais funcionais sdo ligados a superficie dos QDts, deixando as cadeias
disponiveis na superficie. Um requisito experimental é a necessidade de ser realizada
em atmosfera inerte, juntamente com injecdo rapida dos precursores metalicos. Esse
processo de sintese envolve 0 uso de produtos quimicos perigosos e diversos cuidados

€m Seu Processo.




Abordagens mais simples, e ambientalmente sustentaveis, tém sido desenvolvidas
para sintese de pontos quéanticos, pela substituicdo do cadmio, altamente toxico, por
zinco, geralmente ZnS, sintetizado em meio aquoso. Além disso, polimeros tém sido
utilizados para diminuir a toxicidade. Essas abordagens mais “verdes” incluem ainda
utilizacdo de matérias-primas ambientalmente sustentaveis, como solventes e agentes de
coordenacdo, tais como o acido oleico, de ricino, e azeite. Estes sdo trés notaveis
alternativas verdes de materiais ambientalmente sustentaveis utilizados na sintese de
QDts, evitando a necessidade de utilizacdo de produtos quimicos, toxicos, caros e

sensiveis ao ar.

Recentemente, tem sido muito explorada a sintese de QDts em meio aquoso.
Lihong Jing et al “®, publicou um extensivo artigo de revisdo com os mais recentes
desenvolvimentos em sintese de QDts semicondutores em meio aquoso. A abordagem
aquosa para sintese é atualmente utilizada para producdo de varios compostos binarios
estaveis de atomos dos grupos I1-VI e IV-VI da tabela periddica, tais como, CdS “®,
ZnS, CdTe “9, CdSe #4849 7ZnSe, PbS e ligas de CdSeTe, CdHgTe, ZnSeS, ZnCdSe,
ZnHgSe e ZnSeTe. Em uma sintese tipica, o precursor de metal é dissolvido em agua e
coordenado por agentes hidrofilicos. O precursor calcogénio é preparado em meio
aquoso, a partir da reducdo quimica de selénio (Se) ou telurio (Te), por boro-hidreto de
sodio (NaBH4). Atmosfera inerte ndo € necessaria porque precursores sao estaveis.
Apbs a adicdo do precursor a reacdo € submetida a refluxo para promover o crescimento
dos QDts ¢4549),




3.1.3 - Sintese de AuNPs - O estado da arte.

Métodos de sintese tém sido relatados nos Ultimos anos na tentativa de obter
AuNPs de alta qualidade, homogéneas e estaveis ®. Na metodologia de sintese de
AuUNPs por reducdo quimica, as nanoparticulas sdo crescidas pela reducdo de &cido
clorodurico por diversos agentes redutores, tais como, boridreto de sodio, citrato de
sodio e acido ascorbico. A figura 3.2 apresenta um diagrama mostrando a dindmica do
processo de crescimento de nanoparticulas em meio aquoso. Neste processo, 0 agente
redutor atua, simultaneamente, reduzindo os ions de ouro Au®* para dtomos de ouro
neutros Au®, e como agente de estabilizagdo, garantindo a estabilidade da dispersdo
coloidal. Neste processo de formacdo de AuNPs pode ser observada por uma mudanca
de cor ja que dispersbes coloidais de AuNPs apresentam geralmente cor vermelha
devido a absorbancia em torno de 520 nm, causada pela oscila¢do dos elétrons livres no

metal.

Concentragdo

Reducdo Nucleagdo Crescimento
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Figura 3.2 - Dinadmica de crescimento de AuNPs esféricas. (Fonte: proprio autor.
Adaptado da referéncia (3) com permissdo da The Royal Society of Chemistry (RSC) e
Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS)).

Outro método de sintese comum na literatura é o chamado de “mediado por
sementes”, descoberto por Murphy et al ®%. Esse processo ¢ realizado pelo crescimento

de AuNPs de pequeno didmetro, de cerca de ~3 nm, geralmente por reducdo de uma




solucdo de &cido clorodurico em meio aquoso. Estas nanoparticulas sdo chamadas de
“sementes” porque serdo a base para o crescimento das AuNPs de maior dimensdo e
geralmente anisotropicas. Essa semente é adicionada em uma solucdo, chamada de
solucdo de crescimento, sendo essa Ultima uma solugdo aquosa de HAUCIls e AgNOz em
dispersdo em solucéo de surfactante . Essa solucio é preparada reduzindo os ions de
ouro Au®* para Au* com um agente redutor fraco, geralmente acido ascorbico. Quando
as sementes sdo adicionadas na solucdo de crescimento, elas atuam catalisando a
reducio dos ions de ouro Au* para Au® o que causa a ignicdo do crescimento de AuNPs.
Com a utilizagdo de surfactantes com determinada preferéncia de ligagdo em planos
cristalograficos especificos do ouro, o crescimento resulta em particulas assimétricas,
cuja morfologia pode ser controlada. A funcdo dos ions de prata é desacelerar a taxa de
crescimento sobre estas faces, fazendo os atomos de ouro ser predominantemente
depositados sobre as faces de outros planos cristalogréaficos. O tamanho e a forma das
nanoparticulas podem ser modificados ajustando cuidadosamente as condicdes de
crescimento, tais como a composi¢cdo do surfactante, o pH, as quantidades e

concentragéo dos reagentes, a temperatura, e a estrutura das sementes.

Além destes métodos, existem outros para sintese de nanoparticulas metalicas. O
método fotoquimico, foi originalmente reportado por Peidong Yang et al ®Y. Este
método é semelhante ao método de crescimento mediado por semente, diferindo no fato
de que as reacdes fotoquimicas promoveram o crescimento de AuNPs (sementes), sendo
que o surfactante direciona o crescimento das AuNPs, o &cido cloroaurico (HAUCls) é o
precursor de ouro, o nitrato de prata induz do crescimento anisotrépico, sendo utilizado
ciclohexano para promover a formacdo de micelas e acetona como iniciador, que
promove a reducdo de Au** em Au® através do Au* intermediario, originado da primeira

reducdo do precursor de ouro com um agente redutor fraco.

3.1.4 - Sintese ambientalmente sustentavel de AuNPs e QDts.

Como visto anteriormente, a sintese de AuNPs é geralmente realizada utilizando
reagentes pouco sustentaveis ou toxicos, tais como, agentes surfactantes e agentes
redutores (boridetro de sdédio (NaBHs) ou citrato de sodio (CsH7NaO-7)). Uma

abordagem mais ambientalmente sustentavel para sintese de nanoparticulas metalicas, é
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a substituicdo destes compostos por outros ndo-toxicos. Recentemente, tem havido
muito interesse para a sintese de nanomateriais utilizando técnicas e procedimentos
sustentaveis, eliminando metais pesados, ligantes toxicos, e residuos perigosos ©2.
Diversos autores tém publicado mecanismos e processos de sintese de MNPs, utilizando
reagentes alternativos para reducdo, tais como, plantas ©3%9  Qleos ©&57)

polissacarideos %9, quitosana ©°-62), entre outros €367,

Neste trabalho, a sintese de nanoparticulas metélicas foi realizada através de
carboximetilcelulose ©86%. Sendo um derivado de celulose, a CMC (Figura 3.3), pode
ser um 6timo agente de estabilizacdo de nanomateriais em meio aquoso em aplicacdes
visando a biocompatibilidade, devido ao seu carater anionico, a dependéncia das
caracteristicas da cadeia polimérica com o pH e sua solubilidade em agua.

)

o
OH
HO OH o Ho. ®
0 0 O
L' 0 0
HO” HO
0 OH
kfo
&

Figura 3.3 - Estrutura quimica da carboximetilcelulose. (Fonte: Desenho realizado com
software ChemSketch®, sendo adaptado das referéncias (70-80)).

O biopolimero CMC, é um derivado hidrossoltvel de celulose, geralmente
produzido na forma sédica (Na-CMC), apresentando em meio aquoso as caracteristicas
tipicas de polieletrélitos, com propriedades fisico-quimicas dependentes do grau de
substituicdo (GS), da uniformidade da substituicdo (grupos hidroxila pelos grupos
carboximetil) ao longo da cadeia polimérica, além da concentracdo, da massa molar e da
estrutura molecular do polimero 7). O GS é definido como o nimero médio de
grupos hidroxila substituidos por grupos —CH>-COO- em cada unidade monomérica.
Essa substituicdo provoca o afastamento das cadeias poliméricas permitindo maior
penetracdo de agua e assim aumentando a solubilidade do polimero quando em solucéo

aquosa . Em geral, a solubilidade é alcancada para GS maior que 0,45 (%74),
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Quanto maior a substituicdo, maior serd densidade de carga e, consequentemente,
com interacdes repulsivas de natureza eletrostatica mais intensas, devido a presenca de
carboxilatos ao longo das cadeias, contribuindo para uma conformacdo mais estendida
e, assim, favorecendo a expansdo das cadeias poliméricas. Por outro lado, para cadeias
poliméricas menos substituidas, as interacdes eletrostaticas repulsivas sdo minimizadas,
favorecendo uma conformacéo enovelada das cadeias, com interacdes fracas e de curto

alcance entre os segmentos poliméricos /%),

O efeito do pH nas cadeias poliméricas é relacionado principalmente a
protonacao/desprotonacdo dos grupos substituidos. Para pH abaixo do pKa ), os
grupos carboxilicos sdo protonados (R/COO™ + H" — R/COOQOH), diminuindo a carga
das cadeias poliméricas e consequentemente a repulsdo eletrostatica. Por outro lado,
para pH acima do pKa, os grupos carboxilicos sdo desprotonados (R/COOH — R/COO"
+ H™), aumentando a carga das cadeias poliméricas e consequentemente a repulséo
eletrostatica. Esses fatores podem influenciar decididamente na sintese de
nanomateriais, na medida em que a densidade e distribuicdo de carga tem influéncia na
interacdo com ions na solucdo, alterando a dindmica de nucleacdo e crescimento de

nanocristais, metalicos ou semicondutores ©1 73,

Para a sintese de nanoparticulas, alguns trabalhos tém sido publicados utilizando
CMC (678 para sintese e estabilizacdo. Porém, existem poucos trabalhos publicados a
respeito da producdo de AuNPs, utilizando carboximetilcelulose como agente redutor.
fons de ouro ndo reagem com a CMC a temperatura ambiente (%89 assim a sintese é
geralmente realizada utilizando métodos de aquecimento ou micro-ondas, para reducédo

de Au®* para Au® 8184 e posterior crescimento e estabilizacdo em disperséo coloidal.

Junjun Tan et al ® reportou a sintese de AuNPs por reducdo direta de acido
cloroaurico (HAuCls) por CMC. Neste processo de sintese, a CMC serviu tanto como
um agente redutor para Au®*, como agente de estabilizacdo das AuNPs crescidas. Os
autores argumentam que os grupos hidroxila na estrutura quimica da CMC séo
responsaveis pela reducio de Au®* para Au°, e os ions carboxilicos (-COO") nas cadeias
de CMC provocam fortes interagdes eletrostaticas com as nanoparticulas formadas
fazendo da CMC um bom estabilizador. A vantagem deste método é principalmente

porque ele é realizado em apenas uma etapa em meio aquoso, e sem utilizar reagentes
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toxicos ou agressivos ao meio ambiente. Outros autores tém reportado a sintese de
MNPs através da reducdo com CMC. Xiaoyi Wei et al ©® aplicou este processo de
sintese para o desenvolvimento de um sensor colorimétrico para determinacdo de
cisteina. Neste trabalho, a afinidade da ligacdo quimica entre o enxofre (presente nas
cisteinas) e o ouro (Au-S) provoca a agregacao das nanoparticulas, o que é facilmente

detectado a olho nu, ou por medidas de espectroscopia UV-Vis.

Mohamed Basuny et al ®” reportou a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs),
através de irradiacdo por luz UV, utilizando CMC como agente redutor. Neste trabalho
o0s autores demonstram por diversas analises que o mecanismo de reducdo de prata é
principalmente dependente da presenca dos grupamentos -COOH e —OH na superficie
da CMC. Jing Chen et al ® sintetizou AgNPs por um método de sintese assistida por
micro-ondas utilizando CMC como agente redutor e de estabilizagdo. Neste trabalho os
autores concluiram que o tamanho das nanoparticulas é dependente da concentracdo de
CMC e do nitrato de prata. Capanema et al ©¥° tem reportado a sintese e extensiva
caracterizacdo de AgNPs utilizando CMC como agente redutor e de estabilizagéo, para
producéo de filmes poliméricos.

Como um polimero anidnico de cadeia sensivel ao pH, ndo toxico e solivel em
agua, a CMC é um excelente agente para estabilizacdo de QDts de ZnS, devido as
interagBes dos cations metalicos (Zn?*) com cargas negativas de CMC (R-COO),
formando quelatos COO/Zn?* de acordo com a Eqg. 3.2, e devido & estabilizacéo
coloidal por impedimento estérico e/ou repulsdo eletrostatica entre cadeias poliméricas
solvatadas carregadas negativamente no meio aquoso. A sintese de QDts
semicondutores utilizando CMC tem recentemente sido reportada na literatura. Mansur
et al tem reportado a sintese de AgInS2/ZnS ©Y, ligas ternarias de AIS/ZAIS © ¢
ZnCdS %99 para diversas aplicacdes. A estabilidade coloidal pode ser atribuida ao
crescimento, termodindmica e cineticamente favoravel, de nanocristais de ZnS em fase

solida com base no baixo produto de solubilidade (Ksp = 1,0 x 10°23) ),

CMC-0-CH2CO0 (ag) + ZN?*ag) <> CMC-O-CH2CO07Zn?*  (Eq. 3.2)

Os trabalhos publicados em sintese de nanoparticulas utilizando CMC como
agente redutor mostram que este biopolimero é eficiente para producdo de MNPs e
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QDts, e, além disto, tem a vantagem de atuar também como estabilizante, em um

processo realizado em apenas uma etapa e sem utilizar reagentes quimicos ou perigosos.

3.1.5 - Sintese de Hibridos Metal/Semicondutor - O estado da arte.

Nanoestruturas hibridas, sdo materiais compostos de dois ou varios componentes,
em que ao menos um tem uma dimens&o em nano escala ©5°7). Nanoestruturas hibridas
podem exibir novas propriedades e fungdes devido & combinacdo das caracteristicas de

seus componentes individuais ¢9.

A sintese controlada de nanoestruturas de metais combinadas com nanocristais
semicondutores tem muito interesse, uma vez que as suas propriedades fisicas e
quimicas sdo dependentes do seu tamanho, forma, composicdo e estrutura, e a
combinacdo de suas caracteristicas leva a novas e interessantes propriedades. Com suas
excelentes propriedades plasménicas, grande area de superficie especifica, e sua
facilidade de biofuncionalizagcdo, AuNPs sd@o nanomateriais ideais para a combinagédo
com QDts, para a producdo de nanoestruturas hibridas funcionais através de diversos
métodos (1012,

Sistemas hibridos entre nanoparticulas plasmonicas e QDts semicondutores sdo
interessantes, principalmente porque combina as propriedades plasmonicas das
nanoparticulas metalicas com as propriedades luminescentes dos semicondutores.
Alteracdes significativas podem ocorrer quando da formacdo do hibrido, por que a
ressonancia de Plasmon é altamente dependente do meio dielétrico em torno das
nanoparticulas. Uma motivacdo para o estudo de hibridos metal/semicondutor é a
ocorréncia de novas propriedades plasménicas que sdo possiveis gracas a combinagdo
de tipos diferentes de estruturas e morfologias. Christian Strelow et al ®® estudou nano
sistemas hibridos compostos por nanoparticulas plasménicas e QDts que apresentam
propriedades diferentes devido a interacdo éxciton-plasmon. O sistema estudado por
estes autores e baseado em nanoparticulas coloidais que formam combinagdes hibridas
auto-organizadas, permitindo ajustar a distancia entre as nanoparticulas e combinar
nanoparticulas de tamanhos diferentes, o que permitiu uma investigagdo sistematica do
acoplamento éxciton-plasmon. Eles experimentalmente observaram a forte influéncia da

diferenga de energia entre o éxciton e os plasmons, e uma forte influéncia dos tamanhos
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das nanoparticulas e sua distancia ideal de acoplamento, o que levou ao
desenvolvimento de uma teoria quantica para a dinamica de luminescéncia que descreve
a excitacdo, e a emissdo coerente e incoerente. Estudos como este sdo muito recentes e
abrem espago para novos desenvolvimentos e aplicagoes.

Diversos métodos tém sido publicados para a sintese de hibridos
metal/semicondutor. Um método muito explorado é a deposi¢do ou crescimento de
nanocristais de metais sobre nanoestruturas semicondutoras pré-crescidas. Este método
€ muito interessante para semicondutores usualmente aplicados em catalise, tais como o
TiO2. Diversos trabalhos tém sido publicados com este método %1%, Geralmente as
nanoestruturas semicondutoras pré-crescidas sdo imersas em uma solucdo de sal de
metal, seguido pela adicdo de um agente redutor adequado. Os nanocristais metalicos
gerados através da reducdo serdo preferencialmente ligados nas nanoestruturas

semicondutoras.

O tipo mais comum, porém, é o crescimento ou ligacdo de nanoestruturas
semicondutoras em nanoparticulas metalicas funcionalizadas através de ligantes
apropriados 1192 Zhenhua Sun et al %) desenvolveram um método geral para a
preparacdo de nanoestruturas hibridas com ouro como nucleo e semicondutores como
casca, através de tratamentos hidrotérmicos. As AuNPs foram preparadas por métodos
de crescimento mediado por sementes ©?. Neste processo de sintese, o tratamento
térmico atua fornecendo enxofre para os ions de Ag* ou Cu?" formando sulfetos. O
Ag>S e o Cus resultantes crescem preferencialmente sobre a superficie dos nanocristais
de ouro devido a sua afinidade quimica. Eles funcionam como uma camada adesiva
para a deposicdo de outros sulfuretos metalicos que sdo hidro termicamente gerados. A
funcdo de Ag.S e CuS como uma camada adesiva € atribuida a permuta catidnica
parcial entre os diferentes sulfuretos de metalicos. Estes sulfuretos metalicos sdo entdo

depositados sobre as AuNPs, formando a casca com ZnS, CdS, Ag:S, e Nii-xS.

Outro método reportado na literatura para a preparacdo de nanoestruturas hibridas
entre AuUNPs como nlcleo e QDts de CdS ou ZnS como casca, tem sido demonstrada
através de direta decomposicao dos complexos de cisteina com ions Cd?* ou Zn?*. Neste
método, a cisteina atua como fonte de enxofre e agente estabilizador, porque possui 0s

grupos funcionais, SH, COOH e NH2. O grupo tiol permite que a formacdo de
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complexos entre as cisteina e os ions Cd?* ou Zn?*. O grupo amino permite que 0s
complexos sejam adsorvidos sobre as AuNPs. O grupo carboxila promove a dispersédo
das AuNPs gerando o crescimento dos QDts de ZnS como uma casca em volta de sua
superficie. Wei-Ta Chen et al 1% aplicou este método para a sintese de nicleo-casca
entre AUNPs e QDts de CdS, com o controle da espessura da casca. Os mesmos autores
publicaram este método, porém com a utilizacdo de ZnS para aplicacdo em células de
combustivel X%, Ting-Ting Yang et al 1% utilizou 0 mesmo método para sintetizar e
estudar a dindmica dos transportadores de carga nas interfaces nucleo-casca entre as
AuNPs e 0s nanocristais semicondutores com varias espessuras de casca. Neste
trabalho, os autores demostram que o nucleo de ouro é carregado negativamente
(elétrons) e a casca de CdS carregado positivamente (buracos). Os autores ainda
descrevem a variacdo das propriedades fotocataliticas em fungéo da espessura da casca.
Este método é interessante porque é simples, e tem a possibilidade de sintetizar
estruturas com diferentes espessuras de casca, e que por sua vez pode permitir a

modificacdo de suas propriedades dpticas.

Deste os métodos ja reportados de sintese de nanoestruturas hibridas nucleo-casca
entre metal e semicondutor, o reportado por Jiatao Zhang et al ) é um dos mais
interessantes. Neste artigo, os autores reportam uma rota de sintese de heteroestruturas
formadas por um nucleo de metal e uma casca de semicondutor nanocristalino através
de reacdes de coordenacdo acido-base. A caracteristica mais importante deste método de
sintese de nanoestruturas hibridas, é que as cascas sdo calcogenetos nanocristalinos,

podendo ser de diversos tipos diferentes de nanocristais semicondutores.
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3.1.6 Nanohibridos Au@ZnS

A combinacgdo das propriedades épticas das AuNPs, com propriedades de outros
tipos de materiais tem sido um intenso campo de pesquisa 1% 109 Qs materiais
semicondutores sdo 0s principais candidatos devido a sua emissdo de luz por
fotoluminescéncia. Apesar de vérios tipos diferentes de semicondutores atualmente em
pesquisa, o sulfeto de zinco (ZnS) tem sido um forte candidato & formacdo de

nanoheterojuncdes com nanoestruturas de ouro 19,

O ZnS @112 ¢ ym semicondutor 11-VI com gap direto, apresentando uma banda
relativamente larga (3,61 eV) e energia de ligacdo de éxciton de 39 meV a temperatura
ambiente. Nas dimensdes nanométricas e dentro do “regime de confinamento quantico”,
0 ZnS exibe emissdo de fotoluminescéncia na regido visivel e tem sido amplamente
utilizado em aplicacBes de bioimagem 3119 O ZnS é um nanomaterial ecoldgico,
com sintese aquosa simples a temperatura ambiente. Em relacdo a sua estrutura, duas
formas cristalinas principais podem ser observadas, a saber, a blenda de zinco mais
estavel (abaixo de 1290 K) (ZB) com estrutura cubica no centro da face e a wurtzita
alétropo a alta temperatura (WZ) com simetria hexagonal. A combinacdo de
nanoestruturas baseadas em ZnS com nanomateriais metélicos, como as AuNPs, é
importante porque combina propriedades de semicondutores com o amplo campo de

pesquisa de plasmons de superficies.

O ZnS possui um alto potencial de banda de condugdo, o que garante a
transferéncia de elétrons quando em contato direto com o metal 9, causando alta
separacdo de carga. Nas nanointerfaces metal/semicondutor, os elétrons excitados no
semicondutor transferem-se preferencialmente para o metal, deixando, buracos
fotogerados no dominio do semicondutor e, assim, causando separacdo de carga. No
entanto, apesar das interessantes propriedades e promessas de aplicacdo em fisico-
guimica e nanofotbnica, poucas pesquisas foram relatadas sobre a sintese de hibridos
entre AuNPs e ZnS (1),

Prashant Kumar et al ") desenvolveram uma sintese de fase organica de
nanoestruturas de calcogeneto de Au-zinco com espessura de casca controlavel,

juntamente com controle de composicdo do material da casca. Jiatao Zhang et al **®)
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relatou o crescimento ndo-epitaxial das nanoestruturas nucleo-casca com base no
mecanismo de reacdo acido-base de Lewis. Neste método, uma casca do semicondutor é
crescida na superficie das nanoparticulas atraves de uma troca catiénica. Andrew Tobias
et al M9 relataram um procedimento para o revestimento de AuNPs com casca de
semicondutores de CdS e ZnS por meio de um método de troca de cétions semelhante
usando sulfeto de prata. Liu Huang et al ‘29 relataram um método de crescimento néo-
epitaxial, para composicdes variadas da sintese monodispersa de nucleo/casca (como
Ag2S, CdS e ZnS), usando ligantes de co-capeamento acido/alcalino. Outros autores

tém relatado diferentes tipos de nanoestruturas entre 0 ZnS e nanomateriais de ouro 2%
123)

Apesar desses estudos, ndo foi relatado na literatura a sintese de nanoestruturas
nucleo/casca Au@ZnS por rota aquosa e onde o crescimento da casca é mediado por
biopolimero. Neste trabalho, relatamos um processo de crescimento novo e inovador de
uma nanoestrutura nacleo/casca entre AuNPs (ndcleo) e sulfeto de zinco ZnS (casca)
através da mediacdo do biopolimero CMC (Au@ZnS-CMC) por uma rota quimica
coloidal aquosa a temperatura ambiente. Além disso, relatamos a sintese e a completa
caracterizacdo fisico-quimica da nova nanoestrutura produzida e o estudo das

propriedades Opticas.

3.2 - Plasmonica

Plasmons séo oscilacBes coletivas de elétrons de conducdo em nanoestruturas de
metais nobres 2%, Esse movimento de carga origina diversos fendmenos na superficie
destas nanoestruturas, sendo de especial atencdo 0s campos eletromagnéticos
caracterizados por altas intensidades de campo elétrico. Existem dois comportamentos
possiveis, dependentes da geometria em estudo: se a excitacdo ocorrer na interface
condutor/dielétrico em uma superficie plana sera originado o fendbmeno de polarizagao
de plasmon de superficie (surface plasmon polariton) e, se a excitacdo for a uma
superficie fechada de nanoparticulas, o fenbmeno é designado por ressonancia de
plasmon de superficie localizada (localized surface plasmon ressonance). Uma

ilustracdo destes dois processos fisicos € mostrada na figura 3.4 . A importancia do
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estudo desses efeitos é principalmente suas novas aplicacfes Uteis em varias areas de

pesquisa (124 126),
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Figura 3.4 - Ressonancia de plasmon em nanoparticulas metalicas esféricas a)
Polarizacdo de plasmon de superficie (b) Ressonancia de plasmon de superficie
localizada. (Modificado e reproduzido com permissao da referéncia (125))

3.2.1 - Ressonancia de Plasmon de superficie localizada

A ressonancia de plasmon de superficie localizada sdo oscilagfes coletivas dos
elétrons de conducdo na superficie de nanocristais metalicos, induzidas por radiacdo
eletromagnética, e que ndo se propagam devido ao confinamento dos elétrons nas
dimensdes das nanoparticulas. No caso de pequenas particulas de metais nobres, com
tamanhos da ordem da profundidade de penetracdo de um campo eletromagnético, o
campo elétrico externo pode deslocar a nuvem de elétrons de conducgdo, fazendo-a
oscilar em determinadas frequéncias. Essa oscilacdo tem uma determinada frequéncia
de ressonancia que depende profundamente das caracteristicas do material utilizado,
especialmente, a constante dielétrica, a morfologia e 0 ambiente quimico em torno das
nanoparticulas 2. Sob uma excitagdo ressonante, nanocristais interagem fortemente

com a luz criando um intenso campo elétrico em torno de sua superficie que decai
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exponencialmente. A ressonancia plasmonica provoca um aumento na amplitude do
campo elétrico, variando senoidalmente em funcdo do tempo, na mesma frequéncia da
luz de excitacdo. Este campo elétrico pode se acoplar com campos eletromagnéticos
emitidos por moléculas, &tomos, ou QDts colocados na sua proximidade, provocando a
uma forte alteracdo das caracteristicas radiativas e ndo radiativas do emissor adjacente
(128) ' Como o campo elétrico perto da superficie de nanocristais é amplificado em varias
ordens de magnitude, mudancas no ambiente quimico local, a fluorescéncia e sinais de
Raman de moléculas proximas, podem ser significativamente modificados, fato que

vem sendo aplicado em sensoriamento quimico, bioldgico e em diagndstico biomédico
(31, 129)

3.2.2 - Propriedades plasmdnicas de Nanoparticulas metalicas.

Nanoestruturas plasménicas quando excitadas na condicdo de ressonancia
originam diversos fendmenos (30131 destacando-se, a criagdo em torno de sua
superficie de um intenso campo elétrico ®*213 o forte espalhamento de luz 3, a
transferéncia de elétrons para materiais proximos % e o efeito de transferéncia de
energia por ressonancia de Forster 3. Na figura 3.5 temos todos estes efeitos

esquematizados 39,

A luz incidente em nanoestruturas metalicas sofre um forte espalhamento, que
depende fundamentalmente da geometria e do material das nanoparticulas. A sec¢édo de
choque de espalhamento pode ser ordens de grandeza maiores dependendo da
geometria, do material da particula e da polarizacdo da luz incidente, por exemplo, a
seccdo de choque de espalhamento de luz polarizada varia com a quarta poténcia do
diametro e a seccdo de choque de espalhamento de luz despolarizada varia com a sexta
poténcia do diametro 3. Os fotons de luz espalhados podem ser reabsorvidos pelos
QDts, aumentando assim a taxa de absorcdo de luz e consequentemente, a excitagéo de
QDts, mesmo a distancias de varias centenas de nandmetros. Fétons espalhados por
cada nanoestrutura também podem sofrer espalhamentos multiplos por nanoestruturas
proximas, o que aumenta o total de luz “presa” dentro do sistema. Além disso, por meio

do ajuste da ressonancia de plasmons para comprimentos de onda complementares aos
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dos QDts, nanoestruturas podem ser projetadas para capturar fétons ndo absorvidos
pelos QDts.

a Forte espalhamento de luz b Intenso campo elétrico

=
r O
§\/

- i .‘ ‘l
Luz incidente 'J ;‘ || > Exutagao de plasmons
C e
[\ )
....................................... -
VB
Transferéncia de elétrons Transferéncia de energia por

ressonancia de plasmon

Figura 3.5 - (a) forte espalhamento de luz, (b) criagdo em torno de sua superficie de um
intenso campo elétrico, (c) transferéncia de elétrons para materiais préximos e (d) efeito
de transferéncia de energia por ressonancia de Forster. (Fonte: Modificado e

reproduzido da referéncia (130) com permissdo da The Royal Society of Chemistry).

A interacdo de nanoestruturas plasmonicas com a luz incidente concentra a luz no
espaco em torno delas, criando um intenso campo elétrico. Esse campo elétrico criado
por nanoestruturas metalicas pode ser ordens de grandeza mais intensos que o campo de
excitacdo, e € o principal mecanismo de amplificagdo de sinais Opticos, tanto Raman,
como fluorescéncia. Os campos eletromagnéticos criados pela ressonancia de plasmon
tem um decaimento proporcional a r8 sendo campos de curto alcance, e mais intensos
proximos a superficie das nanoparticulas (near-field). A intensidade deste campo

elétrico é muito dependente da morfologia, sendo que nanoestruturas anisotrépicas
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geram campos mais intensos em torno de bordas e regides altamente curvadas, e ainda
tem a vantagem de ter bandas de absorcdo de plasmons ajustaveis em toda a regido
visivel e do infravermelho proximo (NIR) @39, Thomas et al 49, demonstrou que
dimers de AuNPs, formam regides de altissimo campo elétrico (hot-Spots). Nesta
condicdo as nanoparticulas se comportam como “nanoantenas” devido as amplificacfes
de campo elétrico em torno de sua superficie. QDts na proximidade das nanoestruturas
plasménicas sentem esse intenso campo elétrico, e o acoplamento plasmon-éxcitons
resultante, aumenta a geracdo de pares elétron-buraco, o que por sua vez modifica as

propriedades opticas do semicondutor em nanohibridos metal/semicondutor (141-146),

Na figura 3.6, temos uma ilustracdo esquematica da dependéncia do tamanho das
nanoparticulas nos mecanismos de interacio com materiais em sua vizinhangca 439, Em
pequenas nanoparticulas (Fig. 3.6a), o efeito mais predominante é o de transferéncia de
elétrons do metal para o semicondutor. Para nanoparticulas maiores (Fig. 3.6b), a
influéncia do campo elétrico criado pela ressonancia de plasmon é fator mais
importante. Ja para nanoparticulas muito maiores (Fig. 3.6¢), o espalhamento é o efeito
predominante. Neste trabalho, os trés fendmenos sdo observados, devido as dimensdes

nanométricas das nanoparticulas sintetizadas.

Figura 3.6 - llustracdo esquemaética da influéncia do tamanho de uma nanoestrutura
metalica sobre o mecanismo de amplificacdo de sinas Opticos. (a) em pequenas
nanoparticulas o efeito mais predominante é o de transferéncia de elétrons do metal para
o semicondutor. (b) para nanoparticulas maiores a influéncia do campo elétrico criado
pela ressonancia de plasmon € mais importante. (c) para nanoparticulas muito maiores o
espalhamento é o efeito mais importante. (Fonte: Modificado e reproduzido da

referéncia (130) com permisséo da The Royal Society of Chemistry).
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3.3 - Fluorescéncia

Fluorescéncia é a propriedade de algumas moléculas e &tomos de absorver luz em
um determinado comprimento de onda, e emitir como resposta, luz de maior
comprimento de onda ®47-148) A absorcdo de um foton em um semicondutor leva um
elétron para a banda de conducdo e um buraco para a banda de valéncia, cuja interagao
colombiana pode provocar a formacéo de par elétron-buraco, chamado de éxciton. A

recombinacéo deste par provoca a emissao de fotons pelo material.

Os varios niveis de energia envolvidos na absor¢do e emisséo de luz em QDts sdo
classicamente apresentados por um diagrama de transi¢fes de energia (Figura 3.7). Ao
absorver radiacdo eletromagnética, um elétron na banda de valéncia é excitado para a
banda de conducdo (Figura 3.7(A)). Ao retorna para o estado fundamental, a energia
pode ser dissipada em processos radiativos e ndo radiativos. Importante observar que 0s
processos de absorcdo e emissdo sdo dependentes do didmetro dos nanocristais, devido
ao confinamento quantico dos elétrons. Os processos ndo radiativos, sdo causados
principalmente por colisfes entre as moléculas e o solvente, processos de relaxagdo de
um nivel vibracional de menor energia para outro nivel eletrénico de menor energia sem
emitir radiacdo, interacdes e transferéncia de energia entre a molécula excitada e
moléculas do solvente, e pela inversdo de spin no estado excitado. O estado de defeitos
na rede cristalina no material tem efeitos importantes neste processo, influenciando o
processo de emissdo ou de “quenching”. A inclusdo de atomos, com caracteristicas

diferentes da rede, em geral pode ser origem de processos de decaimento n&o radiativos
(1-5)

Os processos radiativos sdo chamados de fotoluminescéncia, e ocorrem em dois
tipos diferentes. A fluorescéncia € o processo de decaimento do estado singleto para o
estado fundamental, sem alteragdo da orientacdo de spin e tem um tempo de vida médio
da ordem de 10 segundos. O processo de fosforescéncia, por outro lado, ocorre com
mudanga na orientagdo de spin, com o estado tripleto retornando para o estado

fundamental singleto, e tem um tempo de vida médio da ordem de 10 segundos.
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Figura 3.7 - (A) Estados de energia eletrbnica em QDts com transi¢do de elétrons da
banda de valéncia (VB) para banda de conducdo (CB). (B) Espectros de absorcdo
(superior) e de fluorescéncia (inferior) para QDts. (Fonte: Modificado e reproduzido da
referéncia (4) com permissdao da American Chemical Society, Copyright © 2010,

American Chemical Society).

A fluorescéncia é caracterizada por trés eventos importantes, 0s quais ocorrem em
diferentes escalas de tempo. O processo de excitacdo ocorre muito rapidamente e em
quantidades discretas, e corresponde a excitacdo do estado fundamental para o estado
excitado, em um tempo muito curto, da ordem de fentosegundos (10™° segundos),
enquanto que o relaxamento vibracional dos elétrons excitados para um estado de mais
baixa de energia é um processo mais lento e pode ser medido em picosegundos (1072
segundos). O processo final, a emissdo de fétons e o retorno para o estado fundamental,
ocorrem no periodo relativamente longo de nanosegundos (10° segundos). Defeitos na
estrutura cristalina podem alterar o comportamento Optico de QDts. No ZnS, as
emissdes sdo predominantemente baseadas em sitios ativados por defeitos, sendo a
transicdo Optica da banda de valéncia para banda de condugdo geralmente ausente. 1sso
significa que os defeitos na estrutura (vacancias de enxofre (Vs) e metal (Vzn), e defeito
intersticial, Is e Iz)) atuam como armadilhas eficientes para elétrons, buracos, e
portadores da carga do éxciton, conduzindo & recombinacdo radiativa em energias mais

baixas (comprimentos de onda mais elevados) do que a emissdo excitonica 12119,
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3.3.1 - Técnica de espectroscopia de Fotoluminescéncia (PL)

A técnica de espectroscopia de fotoluminescéncia (Photoluminescence, PL), é
uma das técnicas mais empregadas atualmente para estudo de diversos materiais e
nanomateriais, e consiste basicamente em excitar o material com radiagédo
eletromagnética em uma ampla faixa de comprimentos de onda, e estudar a sua resposta
Optica através da luz emitida. A espectroscopia de fotoluminescéncia é baseada na
deteccdo destes fotons para formacdo de um espectro. Diversas caracteristicas dos
materiais podem ser estudadas através da luz emitida por eles, como sua energia de

band gap, por exemplo. Isso torna a técnica fundamental para estudo de QDts.

3.4 - Heterojuncao Metal-Semicondutor

Nanomateriais semicondutores sdo caracterizados pelo intervalo entre a banda de
conducdo e banda de valéncia (band gap), regido com auséncia de estados disponiveis,
ndo sendo assim possivel encontrar elétrons. A excitagdo de um elétron da banda de
valéncia para banda de conducdo deixa o sistema em um estado excitado (éxciton) cuja
recombinacdo provoca a emissdo de um foton. Por outro lado, em materiais metalicos, a
banda de conducdo ndo é totalmente preenchida, existindo estados livres facilmente
acessiveis, onde os elétrons podem se deslocar facilmente sob acdo de um campo

elétrico 19, A figura 3.8 ilustra esse sistema fisico.

(3
. . Eg
Nivel de Fermi == O -T-=--=-—--| &  mm=mm=———
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Nivel de energia
dos elétrons

Metal Semicondutor Isolante

Figura 3.8 - Comparacdo entre os niveis de energia de materiais metélicos (a),

semicondutores (b) e isolantes (c). (Fonte: proprio autor).
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Nos solidos, os estados ocupados com maior energia constituem o chamado nivel
de Fermi, cuja energia € chamada de energia de Fermi. Para os metais, o nivel de Fermi
se encontra dentro de uma banda de energia e para 0s semicondutores intrinsecos, como
a banda de valéncia estd completamente ocupada, o nivel de Fermi se encontra em
algum lugar entre as bandas de conducdo e de valéncia, préximo ao meio do gap de

energia.

Para juncBes em sistemas hibridos, com cada material possuindo um nivel de
Fermi em diferentes valores de energia, ocorre uma transicdo que se da pelo
alinhamento entre os niveis de Fermi dos dois lados da juncdo. Diferentes combinacdes
sdo possiveis entre materiais para formacdo de juncGes, tais como, juncdo p-n (tipo
homo juncéo), heterojuncdo, juncdo metal-semicondutor e juncdo MOS (metal-6xido-
semicondutor). Homo juncdo é uma interface de transicdo entre duas regides de um
mesmo semicondutor, por exemplo, uma regido do tipo p e outra do tipo n. Por outro
lado, uma heterojuncdo é uma juncdo formada por dois materiais diferentes, tais como,
metal-semicondutor. Uma importante diferenca entre os sistemas é que em
heterojuncGes podem ser formadas descontinuidades na banda de conducdo, ao

contrario da continuidade observada para as homo juncdes.

Juncbes formadas entre metais e semicondutores sdo interessantes devido a
fendbmenos que ocorrem na interface de contato entre os materiais %52 (Fig. 3.9). Em
uma juncédo deste tipo, uma barreira se forma entre as bandas de energia, chamada de
barreira Schottky. Uma barreira Schottky, € uma barreira potencial de energia para
elétrons formados em uma juncdo metal-semicondutor. Uma das principais
caracteristicas € a altura da barreira, indicada por @y (veja a figura 3.9b). O valor de ®x
depende das propriedades do metal e do semicondutor. Observando o diagrama de
bandas mostrado na figura 3.9a, entre um semicondutor tipo-n e um metal, fica evidente
gue o metal difere do semicondutor por ndo ter banda proibida, com os elétrons,
ocupando todos os estados de energia possiveis até ao nivel de Fermi. Na interface
metal-semicondutor, um elétron sé pode ser transportado do metal para o semicondutor
se este tiver energia superior a funcdo trabalho na juncdo 5. Em uma situacio de
equilibrio termodinamico, podemos esbocar o diagrama de bandas e uma jungdo metal-

semicondutor como 0 mostrado na figura 3.9b.
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Figura 3.9 - (a) diagrama de bandas de um metal e de um semicondutor, (b) e de uma

juncdo metal-semicondutor. (Fonte: Préprio Autor, adaptado da referéncia (153)).

3.4.1 Jungdes Au@ZnS

Neste trabalho, propomos a formacdo de nanoheterojuncbes entre AUNPs e ZnS
nanoestruturado. Sistemas hibridos entre nanoparticulas plasménicas e QDts combinam
as propriedades plasmoénicas das AuNPs com as propriedades luminescentes dos
semicondutores. A sintese controlada de nanoestruturas de metais combinadas com
QDts tem muito interesse, uma vez que as suas propriedades fisicas e quimicas sdo
dependentes do seu tamanho, forma, composicdo e estrutura, e a combinacdo de suas
caracteristicas leva a novas e interessantes propriedades. Com suas propriedades
plasménicas, grande &rea de superficie especifica, e sua facilidade de
biofuncionalizacdo, nanoparticulas metélicas sdo materiais ideais para a combinacao
com QDts, para a producdo de nanoestruturas hibridas funcionais através de diversos

métodos.

Neste tipo de nanoestrutura, a interacdo entre 0s éxcitons, no material
semicondutor, e os plasmons, no metalico, é possivel se 0os materiais estiverem em
contato, formando uma heterojuncédo. Neste caso, duas condigdes de acoplamento séo
possiveis, fraco e forte. No regime de acoplamento fraco, as fungdes das ondas e 0s
modos eletromagnéticos de éxcitons e plasmons, respectivamente, sdo considerados
imperturbaveis, e as interagdes exciton-plasmon sdo frequentemente descritas pelo

acoplamento do dipolo do éxciton com o campo eletromagnético do LSPR. No regime
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de acoplamento fraco, fendmenos como, secOes transversais de absorcdo, taxas
radiativas e ndo radiativas e transferéncia de energia éxciton-plasmon sao possiveis. Por
outro lado, no regime de acoplamento forte, ocorre quando as interagcdes ressonantes
éxciton-plasmon provocam a modificacdo das funcfes da onda do éxciton e dos modos
eletromagnéticos do LSPR. Nesse regime, a energia de excitacdo é compartilhada, com

oscilagBes entre os sistemas plasmdnicos e excitnicos (oscilacdes de Rabi) (53154,

Outro mecanismo que ocorre quando nanoestruturas plasmoénicas estdo em
contato com nanoestruturas semicondutoras, € o processo de transferéncia de elétrons na
interface metal/semicondutor 5% Em nanoestruturas hibridas metal/semicondutor,
uma barreira Schottky se forma na interface de juncdo entre o metal e semicondutor que
bloqueia a transferéncia eletronica (Figura 3.10). No entanto, sob a excitacdo ressonante
do plasmon de nanocristais metalicos, a transferéncia de elétrons do metal para o
semicondutor pode ocorrer durante o decaimento do plasmon. Apds a excitacdo oOptica,
cada quantum plasménico pode decair tanto radiativamente em um féton ou nao
radiativamente como um par elétron/buraco. O processo dominante de decaimento é de
geracdo par elétrons/buracos. Os elétrons excitados pelo plasmon séo caracterizados por
ndo estarem em equilibrio térmico com os atomos no metal e por sua alta temperatura,
sendo por isso chamados de “elétrons quentes” 9. Além da geragdo de elétrons
através da excitacdo de plasmon, fotons incidentes com suficientemente energia podem
também causar excita¢fes interbanda e intrabandas. Se os elétrons gerados tiverem
energias suficientes para superar a barreira Schottky, eles podem ser injetados na banda
de conducdo do semicondutor. Quando nanoestruturas plasmonicas estdo em contato
com nanoestruturas semicondutoras, é possivel ainda a transferéncia de energia na
interface metal/semicondutor. Existem dois processos distintos. No processo de FRET
(Forster Resonance Energy Transfer), transferéncia de energia por ressonancia de
Forster, a energia € transferida do semicondutor para o plasmon. Ja no processo de
transferéncia de energia induzida por ressonancia de plasmons (PIRET - Plasmon-
Induced Resonance Energy Transfer), a energia € transferida do plasmon para o

semicondutor 159,

Diante de variedade de fendmenos ocorrentes em  heterojungdes

metal/semicondutor e, de suas perspectivas para aplicagdes, o desenvolvimento de
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novos métodos de nucleacdo e crescimento, além do estudo detalhado das propriedades
fisico-quimicas e nano fotbnicas, tem significativa relevancia para o desenvolvimento
cientifico e tecnologico. Neste trabalho, foram sistematicamente estudadas dispersdes
coloidais aquosas de AuNPs e QDts de ZnS, sintetizadas através do polimero CMC.
Como consequéncia dos resultados obtidos, foi desenvolvida uma nanoheterojungéo
Au@znS, na morfologia nucleo/casca, através de rota coloidal aquosa a temperatura

ambiente, mediada pelo biopolimero CMC e o estudo das propriedades fisico-quimicas
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Figura 3.10 - “elétrons quentes” induzidos por Plasmon. a). Plasmons em nanoestruturas
metélicas podem decair através de processos radiativos com emissdo de fétons ou
através de processos nao radiativos através da emissdo de elétrons (transicOes
intrabanda ou interbanda) b). Os elétrons perto da interface sdo transportados para o
semicondutor e os elétrons longe da interface podem se recombinar com buracos. c,d)
Exemplo de um diagrama de bandas para um dispositivo Schottky hibrido Au-TiO2. A
barreira Schottky impede elétrons de baixa energia de atravessar para o semicondutor.
e) Exemplo de um diagrama de bandas para um dispositivo Schottky hibrido Au-CdSe.
(Fonte: Modificado e reproduzido com permisséo das referéncias (155-158). Copyright
2016 WILEY (155); (a-b) @7 Copyright 2014, Nature Publishing Group; (c-d) *%®
Copyright 2015, Nature Publishing Group; (e) @® Copyright 2015, American

Association for the Advancement of Science.
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Capitulo 4 - Procedimentos Experimentais

4.1 Materiais

Para o processo de sintese de AuNPs@CMC foram utilizados os seguintes
reagentes e materiais. Agua Milli-Q (resistividade de 18 MQ.cm), 4cido tetracloroatirico
(1) trihidratado (HAUCl4.3H20, > 99,9%), sal de sodio da carboximetilcelulose (CMC)
(0,2%, GS = 1,2 e 0,77 com Massa molar =~ 250,000 g.mol™* e viscosidade de 735cps,
2% em H20 a 25 °C), acido cloridrico (HCI) — 37%, acido nitrico (HNO3) - 64 — 66%,
albumina sérica bovina (BSA, > 96,0%), L-arginina (Arg, > 98,0%), tampao MES
(&cido 2- (N-morfolino) etanossulfonico, CsH13NO4S, > 99,0%), 1-etil- 3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC, >98,0%) e N-hidroxissuccinimida (NHS,
>98,0%), 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB, >99,0%) e acido sulfurico ( H2SOs4, >
99,9%) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (EUA). Anticorpos monoclonais anti-HIV1
gp41 purificados (nimero de catalogo ab9065, abHIV, 150kDa, 100ug a 1,27mg mL™?)
e a proteina recombinante purificada HIV gp41 (numero de catalogo ab49070, 130kDa,
100ug a 1,0mg mL™?) foram adquiridos da Abcam (EUA). Cloreto de zinco (ZnCly,)
(ZnCl2, > 98%) , Sulfeto de sodio nonahidratado (Na2S.9H20) (Na2S.9H20, > 98%) e
nitrato de indio hidratado (IN(NO3)3-xH20, In = 28.5%) foram adquiridos na Sigma
Aldrich. Os produtos quimicos acima mencionados foram utilizados sem purificacdo

adicional.

4.2 Métodos experimentais

4.2.1 Determinacdo do pKa da CMC

Para a determinacdo do pKa da CMC, foram utilizadas metodologias ja relatadas
na literatura %11 Para o procedimento experimental foram preparadas solucdes
estoque de CMC em dois graus de substituicdo (GS), a saber, 0,77 e 1,22, denominadas
CMC-77 e CMC-122, respectivamente. Foi utilizada a concentracdo de (2% p/v),
dissolvendo 2g de CMC em 100mL de uma solucdo 0,05M de KNOs, em temperatura
ambiente e sob agitacdo magnética por duas horas para os dois graus de substituicao.
Essa concentracdo foi escolhida em funcdo da concentracdo utilizada para sintese das

dispersdes coloidais de AUNPs@CMC e ZnS@CMC. Apos a completa solubilizacéo,
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foi realizada a titulacdo, adicionando-se quantidades conhecidas de HCI (0,5M) e

medindo o pH apo6s o equilibrio.

4.2.2 Sintese de AUNPs@CMC

Para o processo de sintese, 200mL de uma solucdo aquosa na concentracdo de
0,2% em peso de CMC (GS = 1,2 e 0,77 com massa molar =~ 250,000g.mol?) foi
preparada e mantida sob agitacdo por 24 horas até a completa dissolugdo. Foi preparada
uma solucdo estoque aquosa de 0,05M de acido tetracloroadrico (I11) trihidratado
(HAuClI4-3H20), dissolvendo-se 84mg do sal em 5ml de &gua deionizada. A vidraria
utilizada foi limpa com &gua régia (HCI:HNOs 3:1). Na sequéncia, 600uL da solugdo de
acido tetracloroadrico (1) trihidratado (0,05M) foram adicionados em 200mL da
solucdo de CMC em um baldo de fundo chato sob agita¢do constante, com concentracdo
de ouro de 0,1mM na solucdo de CMC. A solucdo foi mantida em aquecimento a cerca
de 100°C em um condensador de refluxo. Foram sintetizadas amostras em dois
diferentes graus de substituicdo, GS = 1,2 e GS= 0,77, ambas com massa molar ~
250,000g.mol?,  denominadas ~ AuNPS@CMC-77 e  AuNPs@CMC-122,
respectivamente. O processo de sintese foi repetido em trés diferentes valores de pH de
(3,5 +0,5) (acido), (7,1 £ 0,5) (neutro) e (10,5 = 0,5) (alcalino).

4.2.3 Sintese de conjugados AUNPs@CMC_PolyArg

AuUNPs também foram sintetizadas usando um conjugado quimico projetado entre
CMC e o aminoécido arginina, através do polipeptidio poliarginia, nomeado de
CMC_PolyArg. Esse conjugado foi preparado adicionando grupos amino (-NHz) nas
cadeias poliméricas da CMC. A adicdo dos grupos amina para a CMC foi necessaria
para a posterior conjugacao covalente com a porcdo terminal carboxilico do anticorpo
HIV-1 (regido Fc), enquanto o outro terminal (regido Fan) permaneceu "livre” para o
processo de afinidade de reconhecimento de antigenos. A sintese de CMC
funcionalizada com poliarginina (CMC_PolyArg) foi realizada por via aquosa a
temperatura ambiente. Inicialmente, a solugdo de PolyArg foi preparada adicionando
EDC (excesso de 5 vezes) a 28mL de 2,0% (p/v) de L-arginina dissolvida em tampao
MES (0,1M, pH 4,7 =+ 0,1) e incubando por 2h sob agitacdo vigorosa. Enquanto isso,

EDC (1:1 relacionado ao contetdo de acido carboxilico) foi adicionado a 5mL de CMC
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na concentracédo de 2,0% (p/v) e dissolvida em tampéao MES, sendo entdo incubada por
15 minutos para a ativacdo de grupos carboxilicos da CMC. Apds esse tempo, a solucao
foi adicionada ao baldo de reacdo e incubada por 2h sob agitacdo magnética. Em
seguida, o conjugado polimérico CMC_PolyArg sintetizado (conjugacdo de PolyArg a
CMC via ligagdo amida) foi dialisado por 4 dias com agua destilada usando uma
membrana de celulose com corte de peso molecular de 12,000Da (Sigma). Este
processo foi inovador e substituiu as moléculas comumente usadas para a conjugacao de
anticorpos com AuNPs. A formacdo dos conjugados coloidais de AuUNPs@CMC e
AUNPs@CMC_PolyArg foi monitorada in situ por medigdes de espectroscopia UV-Vis
usando picos de ressonancia plasmon de superficie (LSPR) das AuNPs. Os espectros
sequenciais foram coletados até que ndo foram observadas alteracBes detectaveis

indicando que o sistema alcancou equilibrio.

4.2.4 Sintese de biconjugados AUNPs@CMC-gp41

Nas AuNPs@CMC foram conjugadas a glicoproteina gp41l através de uma rota
aquosa da seguinte forma: a disperséo coloidal de AUNPs@CMC foi centrifugada (5
ciclos x 15 min, 12000rpm, Hettich Mikro 200R, Alemanha) para remogao de polimero
e outros reagentes livres, sendo o precipitado dispersado em tampdo MES (pH 5,5+0,2).
Em seguida, a solucdo EDC/NHS (300uL, 60mM EDC/0,2 M NHS) foi adicionada ao
frasco de reagdo com 10,0mL de dispersdo coloidal AuNPS@CMC (2,5ugmL™) e
magneticamente agitada por 25min a (6+2)°C. A solucdo resultante foi centrifugada (5
ciclos x 5min, 4000rpm) e o precipitado foi resuspenso em 10mL de tampdo MES. Em
seguida, sob agitacdo continua, 30ug de glicoproteina gp41 foi adicionada ao frasco
para preparar 0 bioconjugado AUNPs@CMC-gp41 e o sistema foi incubado a (6+2)°C
overnight. A solucdo resultante foi purificada por centrifugagdo (6 ciclos x 5min,
4.000rpm) e o precipitado foi ressuspendido em tampao MES (pH 5,5+0,2).

4.2.5 Sintese de bioconjugados de AUNPs@CMC_PolyArg com anticorpos HIV1
(AUNPs@CMC_PolyArg-abHIV)

As AUNPs@CMC funcionalizadas com arginina foram conjugadas com anticorpo
anti-HIV1 gp41 através de uma rota aquosa da seguinte forma: A disperséo coloidal de
AUNPs@CMC_PolyArg foi centrifugada (5 ciclos x 15min, 12000rpm) e o precipitado




foi ressuspendido em tampdo MES. Na sequéncia, 15ug de anticorpo monoclonal HIV1
foram adicionados a 300uL da solugdo EDC/NHS (60mM EDC/0,2 M NHS). Esta
solucdo, contendo o anticorpo ativado (ou seja, regido terminal carboxilica, Fc) foi
adicionada a um frasco de reacdo com 10,0mL de dispersdo coloidal
AUNPs@CMC_PolyArg (2,5ug.mL™1), magneticamente agitada por 15min a 6+2°C e
incubada durante a noite para formacdo de ligacdo covalente. O sistema
AUNPs@CMC_PolyArg-abHIV foi purificado por centrifugacdo (5 ciclos x 5min,
4000rpm), seguido pela redisperséo do precipitado em 10 mL de tamp&o MES.

4.2.6 Protocolo do imunoensaio para deteccdo do HIV1 (LIA)

Para o0 imunoensaio de deteccdo do HIV1, foi avaliada a sensibilidade de deteccao
de AUNPs@CMC e AuNPs@CMC_PolyArg por espalhamento dindmico de luz (DLS):
O limite de deteccdo (LOD) da técnica de DLS para os conjugados sintetizados foi
avaliado por medidas de AuNPs@CMC em diluicbes em série da solucdo estoque
(1,0nM, nos valores de pH de (5,0 + 0,1), (7,0 £ 0,1) e (10,0 = 0,1)). A intensidade do
espalhamento (como taxa de contagem de fétons - keps) foi medida por anélises de DLS
usando um instrumento ZetaPlus (Brookhaven Instruments Corporation) com um
comprimento de onda da luz laser de 659nm (laser de diodo vermelho de 35mW),
angulo de dispersao de 90,0°C, temperatura de (25 + 1)°C e tempo de execuc¢éo de 5,0s.
O limite de deteccdo (LOD, menor quantidade de analito na amostra que pode ser
detectada, mas ndo quantificada) e o limite de quantificacdo (LOQ, menor quantidade
de analito em uma amostra, que pode ser determinada quantitativamente com precisdo e
exatidao adequadas) foram calculados a partir de curvas de ajuste linear usando o desvio

padrdo da resposta (o) e a inclinagdo, de acordo com as equacdes 4.1 e 4.2.

DBO = 3,36 / inclinagdo (Eq. 4.1)
LOQ = 100 / inclinacdo (Eq. 4.2)

Como prova de conceito, a técnica de DLS foi utilizada como imunoensaio para
deteccdo do HIV1 em analises qualitativas e semiquantitativas de interacfes de
antigenos-anticorpos usando 0s novos imunonanoconjugados biofuncionalizados para

deteccdo do HIV-1. Essa técnica foi entdo nomeada de LIA (Laser immunoassay). Para
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0 imunoensaio, a disperséo coloidal AUNPs@CMC-gp41 (1,5mL, gp41 na concentragdo
de 23nM) e anticorpo AuNPs@CMC_PolyArg-abHIV (1,5mL, anticorpo abHIV na
concentracdo de 10nM) foram misturados em uma cubeta por 1h em temperatura
ambiente e analises de DLS foram realizadas. A anélise de DLS foi realizada ainda em
amostras de "referéncia” e "controle™: AUNPs@CMC, AUNPs@CMC_PolyArg-abHIV
e a mistura de AUNPs@CMC-gp41 e AUNPs@CMC_PolyArg (sem anticorpos) (1,5mL
de cada).

Além disso, para validar esses nanoconjugados baseados em AUNPs para
biosensorizacdo em aplicagBes clinicas, seria necessario amostras de soro sanguineo de
paciente HIV-positivo, 0 que tem sérias restricdes de biosseguranca e preocupacdes
éticas e estd fora do escopo desta pesquisa. No entanto, para contornar este problema,
sem levantar quaisquer preocupacdes de saude humana, um novo sistema equivalente de
anticorpos-antigeno foi projetado e desenvolvido a partir de outros mamiferos (virus da
anemia infecciosa equina, EIAV, para "imitar o HIV") usando a mesma resposta
biosensoriante com base na técnica DLS para detectar aglutinacao.

AUNPs@CMC foram conjugadas com glicoproteina 45 (proteina gp45, sequéncia
de 20 aminoacidos, KERQQVEETFNLIGCIERTH,  2.430,70g.mol?) e
AuNPs@CMC_PolyArg foram conjugados com anticorpo anti-gp45 (abEIAV) por via
aquosa equivalente ao protocolo descrito anteriormente para glicoproteina gp4l e
anticorpo anti-HIV1 nas secles 4.2.3 e 4.2.4, respectivamente. A escolha deste sistema
baseou-se na alta similaridade do virus da anemia infecciosa dos equideos (EIAV) para
a producéo do anticorpo e da gp45, que desempenham um papel semelhante ao da gp41l
no HIV, ao mediar a infeccdo por células hospedeiras do virus. Os anticorpos anti-gp45
(abEIAV) derivados do soro sanguineo positivo para EIAV foram gentilmente
fornecidos pelo Prof. JKP dos Reis (extraidos/purificados de animais inoculados com
proteina antigénica gp45; Escola de Veterinaria, UFMG, Brasil; aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal -CTEA e diretrizes brasileiras). Assim, 0 método
LIA, com base em andlises de DLS, foi aplicado variando a concentracdo de anticorpo
AUNPs@CMC_PolyArg (2, 4, 8, 16, 32 e 64pM) na solucdo misturada com a solucgéo
AuNPs@CMC-gp45 (64pM). Essa faixa de concentragéo foi definida pelas experiéncias
anteriores de intensidade de espalhamento de luz de nanoconjugados de AUNPs@CMC,

onde a regido linear da resposta de concentracdo foi utilizada.
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4.2.7 Ensaio ELISA

Para confirmar a bioatividade da proteina recombinante gp41 na superficie de
AuNPs@CMC foram realizados ensaios de ELISA 169, Em cada poco de uma placa de
ELISA padrdo de 96 pogos foram adicionados 100ul. de AuNPs@CMC-gp4l na
concentragio de 1,0pg.mL? e incubada durante a noite a 4°C. Os conjugados
AUNPs@CMC-gp41 eventualmente ndo ligados, foram removidos da placa com tampéo
de lavagem (tampdo salino de fosfato com Tween, PBST) e cada pogo foi bloqueado
com BSA a 1% em PBS a 37°C por 1h. Entdo, 100uL de anticorpos anti-HIV
(4,0ng.mL™Y) foram adicionados a cada pogo e incubados por 1h a 37°C. Apéds a
remocao dos anticorpos ndo ligados com o tampdo de lavagem, foram adicionados
100uL de anticorpo secundario anti-lgG (peroxidase) e incubados a 37°C por 1h. A
placa foi lavada cinco vezes usando tampdo de lavagem para remover anticorpos nao
ligados. Em seguida, 100uL da solu¢do de TMB (3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina) foram
adicionados a cada poco e incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. A reacédo
foi encerrada adicionando 100uL de 2,0M de H2SOa. A absorbancia foi medida em A =
450nm. As amostras de controle para o ensaio foram preparadas da seguinte forma: (a)
Os pogos de microplaca preenchidos com tampéo carbonato/bicarbonato foram usados
como amostras do grupo controle; (b) As amostras do controle positivo foram
preparadas utilizando pocos de microplacas sensibilizados com a proteina gp41 em vez
de conjugados AUNPs@CMC-gp41.

4.2.8 Ensaio de Atividade Mitocondrial (MTT)

O protocolo experimental para os ensaios de Atividade Mitocondrial (MTT) foram
0s seguintes: Todos os testes bioldgicos foram realizados de acordo com a 1ISO 10993-5:
2009/(R) 2014 (Avaliacdo biologica de dispositivos médicos: Testes de citotoxicidade
in vitro). Células de rim embrionario humano (HEK 293T, American Type Culture
Collection - ATCC® CRL-1573 ™) foram gentilmente fornecidas pelo Prof. M. F.
Leite (Departamento de Fisiologia e Biofisica, UFMG). As células do glioma maligno
(U87 MG) foram adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro (ATCC® HTB-14
™) As células HEK 293T (passagem 21) e U87 MG (passagem 10) foram cultivadas
em DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco, Gibco BRL, EUA) com 10% de
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FBS (soro bovino fetal, Gibco BRL, EUA), penicilina G de sddio ( 10 unidades mL™,
Gibco BRL, EUA), sulfato de estreptomicina (10mg.mL?, Gibco BRL, EUA) e
anfotericina-b (0,025mg.mL™, Gibco BRL, EUA) em uma atmosfera umidificada de 5%
CO2a 37°C.

Todas as células foram plaqueadas (1 x 10* células/pogo) em placas de 96 pogos. As
populacbes de células foram sincronizadas em meio sem soro por 24h. Depois disso, 0
volume do meio foi aspirado e substituido por meio DMEM contendo 10% de FBS por
24h. Em seguida, o nanoconjugado AuNPs@CMC foi adicionado aos pogos individuais
em concentraces finais de AuNPs de 1,25mg.L™? até 125,0mg.L*. As amostras de
controle foram projetadas da seguinte forma: grupo controle (cultura de células com
DMEM e 10% de FBS); controle positivo (cultura de células com DMEM, 10% de FBS
e 1,0% v/v Triton ™ X-100 (Sigma-Aldrich, EUA)); e controle negativo (cultura de
células com DMEM, 10% de FBS e chips de polipropileno estéril Eppendorf®, 1mg.L™,
Eppendorf, Alemanha). Apés 24h, todos os meios foram aspirados e substituidos por
60pL de meio de cultura contendo soro para cada pogo. MTT (5mg.mL?,> 98%,
Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado a cada poco e incubado por 4h em um forno a
37°C e 5% de CO2. Em seguida, 40uL de solugdo de SDS (dodecilsulfato de sodio, >
99,0%, Sigma-Aldrich, EUA)/HCI a 4% (37%, Sigma-Aldrich, EUA) foram colocados
em cada pogo e incubados por 16h em um forno a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida,
100uL foram removidos de cada poco e transferidos para uma placa de 96 pocos e a
absorbancia foi medida no leitor de absorbancia de microplacas iMark ™ (Bio-Rad)
com um filtro de comprimento de onda em A = 595nm. A porcentagem de viabilidade
celular foi calculada apds correcbes em branco, de acordo com a Equacgdo 4.3, em que

os valores do grupo controle foram definidos como 100% de viabilidade celular.

Viabilidade celular = (absorbancia da amostra e celulas)/(absorbancia do controle) x
100% (Eq. 4.3)

A significancia estatistica foi testada usando ANOVA de uma via, seguida pelo
método de Bonferroni. No nivel de confianca o, o <0,05 foi considerado
estatisticamente significante. As experiéncias foram realizadas com pelo menos

triplicadas (n > 3).
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4.2.9 Sintese de ZnS@CMC

Os QDts de ZnS@CMC foram sintetizados por via aquosa a temperatura ambiente com
diferentes proporgdes molares de Zn:S: 1:2 ([Zn?*)/[S?]) = 0,5, excesso de enxofre); 1:
1 ([Zn**]/[S*]) = 1,0 estequiométrico); e 2:1 ([Zn?])/[S*]) = 2,0 excesso de zinco),
conforme ilustrado na figura 4.1. Além disso, a sintese foi realizada em diferentes
valores de pH (3,5+0,1) e (5,5 £ 0,1) (&cido), (7,5 £ 0,1) (neutro) e (8,5 0,1) e (10,5
+ 0,1) (alcalino). Esses parametros foram escolhidos com base no comportamento
sensivel ao pH da CMC, associado ao efeito das concentracdes relativas de precursores
na nucleacdo e crescimento de QDts de ZnS em dispersédo coloidal. Foi preparada uma
solucdo de CMC (0,3% p/v) adicionando p6 de carboximetilcelulose (0,6 g) em 200 mL
de 4gua DI e mantida sob agitacdo por 24h até a completa dissolucdo em pH ~ (7,5
0,1). Para a sintese quimica em condi¢es alcalinas (pH 8,5 e 10,5), o pH da solucéo
CMC foi ajustado com NaOH (1,0 mol.L™?) adicionado gota a gota. Para a sintese acida
(pH ~ 3,5 € 5,5), 0 pH foi ajustado com HCI (0,5 mol.L™?) adicionado gota a gota. Apds
0 ajuste do pH, a quantidade necessaria de dgua DI foi adicionada para obter uma
concentragdo de CMC de 0,2% em peso. Considerando a razdo molar relativa de
precursores, as sinteses dos QDts de ZnS@CMC foram realizadas da seguinte forma:

Em 15mL de solucdo aquosa de CMC foram adicionadas lentamente e sob
agitacdo constante, 10mL da solucdo de ZnCl nas concentragcdes apresentadas na tabela
4.1, considerando a razdo molar relativa de precursores. A solucdo resultante
permaneceu em repouso em geladeira ~ (6 + 1)°C por 24 horas. Em seguida foi
realizada a adicdo lenta de 2mL da solucdo sulfeto de so6dio nas concentracBes
apresentadas na tabela 4.1, considerando a razdo molar relativa de precursores. A
agitacdo foi mantida por 30 minutos ap0s esse procedimento. As suspensdes de QDts
obtidas foram nitidas e incolores, sendo as amostras armazenadas a ~ (6 £ 1) °C. As

amostras foram preparadas em triplicatas.
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Tabela 4.1 ConcentracOes de precursores na sintese de ZnS@CMC

Zn?* s* .
Amostra (rr[lol | Lll) (m[ol _ I]‘l) [Zn?*]/[S?]
Zn:S1:2 2.2x10°3 4.4x10°3 0.5
Zn:S1:1 22x10°3 22x10°3 1.0
Zn:S 2:1 44x10°3 22x10°3 2.0
CMC (2% p/v) ;\ o
g 0#
t“ o /é;.\x/ iobjgsf\f
291
|
. a
|
v

L®.® . 200l o+ NayS oy — ZnS + 2 NaCl

Figura 4.1 - Procedimento experimental para sintese de ZnS@CMC.
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4.2.10 Sintese de nanoheterojuncéo nucleo-casca Au@ZnS-CMC

Para a sintese da estrutura nucleo-casca foi utilizado um modelo matematico,
considerando uma espessura de casca de 2,5nm (didmetro estimado para observacdo do
efeito de confinamento quantico, levando em consideracdo o raio de Bohr do ZnS). Pelo
algoritmo foi estimada uma concentragéo de zinco e enxofre de 0,5mM, considerando
uma reacdo estequiométrica (Zn:S 1:1). Para este experimento foram preparadas
solucBes estoque de ZnCl> na concentragdo 10mM e de Na>S.9H.O na concentragéo
50mM que atuam como precursores de zinco e enxofre, respectivamente, (Figura 4.2).
Em 15mL de dispersdo aquosa de AUNPs@CMC estabilizadas por CMC (GS = 0,77
com massa molar = 250,000g.mol!) foram adicionadas lentamente e sob agitagdo
constante 10mL da solugdo de ZnCl, na concentragdo de 1,5mM, sendo a solucédo
resultante deixada em repouso em geladeira ~ (6 £ 1°C) por 24 horas. Em seguida, foi
realizada a adicdo lenta de 2mL da solugdo de sulfeto de s6dio na concentragdo de
7,5mM para uma razdo molar final estequiométrica (Zn:S) de 1:1. A agitacdo foi
mantida por 30 minutos apos esse procedimento. A sintese foi realizada em pH (7,5 £
0,5). A concentragio final de [Zn?*] e [S*] foi de 0,5mM. As amostras foram
preparadas em triplicatas. As dispersdes coloidais foram centrifugadas (5 ciclos x
10min, 10000rpm) para remocdo de ZnS@CMC livre e qualquer componente ndo

reagido na reacdo de sintese.

Para a sintese de ZnS@CMC puro que atua como controle para compara¢do nas

amostras de Au@ZnS-CMC, foi utilizando os procedimentos a seguir.

Em 15mL de solucdo aquosa de CMC foram adicionadas lentamente e sob
agitacdo constante, 10mL da solugdo de ZnCl, na concentragdo de 1,5mM, sendo a
solucéo resultante deixada em repouso em geladeira ~ (6 = 1°C) por 24 horas. Em
seguida foi realizada a adicdo lenta de 2mL da solucdo de sulfeto de sodio na
concentra¢do de 7,5mM para uma razdo molar final estequiométrica (Zn:S) de 1:1. A
agitacdo foi mantida por 30 minutos apds esse procedimento. A sintese foi realizada em
pH 7,5 + 0,5. A concentragdo final de [Zn?*] e [S?] foi de 0,55mM. As amostras foram
preparadas em triplicatas. O ajuste do valor de concentragdo dos precursores em relacdo

a0 ZnS@CMC sintetizados na sessdo 4.2.9, foi necessario para evitar excesso de
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ZnS@CMC em relacdo ao nimero de AUNPsS@CMC em solucdo, conforme modelo

desenvolvido.

AuNPs@CMC a

1 g
5 e
i

Zncl,

I

I

I

I

I

I
V.

:

i =S

h

2
6°C

Na,S

‘\i
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0.5h
Temperatura ambiente

¥

T

Figura 4.2 - Procedimento experimental para sintese de nanohibridos nucleo-casca
Au@znS-CMC.
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4.2.11 Mistura fisica entre AUNPs@CMC e ZnS@CMC

As amostras de mistura fisica entre AUNPS@CMC e ZnS@CMC foram
preparadas adicionando lentamente e em agitacdo magnética, 10mL da solucédo de
ZnS@CMC em 10mL da solucdo de AuUNPs@CMC. A agitacdo foi mantida por 30
minutos e a solucdo resultante mantida em repouso por 24 horas. A concentragdo de
ouro e de ZnS foi mantida igual em todas as condi¢bes. As amostras foram preparadas

em triplicatas. As amostras foram nomeadas de Mix-Au-ZnS@CMC.

4.2.12 Variacao de espessura da casca

Nas amostras de Au@ZnS-CMC foi crescida uma camada adicional de material
semicondutor para explorar os efeitos do confinamento quéntico sobre as propriedades
Opticas da disperséo coloidal. Inicialmente a solucdo de Au@ZnS-CMC foi purificada
por centrifugacdo 3 vezes para remocdo de ions ndo reagidos do crescimento da
primeira camada. Em seguida, em 15mL de dispersdo aquosa de Au@ZnS-CMC foram
adicionados lentamente e sob agitacdo constante 10mL da solucdo de ZnCl; na
concentracédo de 1,5mM, sendo a solucéo resultante deixada em repouso em geladeira ~
(6 £ 1°C) por 24 horas. Em seguida foi realizada a adicdo lenta de 2mL da solugéo
sulfeto de sodio na concentracdo de 7,5mM para uma razdo molar final estequiométrica
(Zn:S) de 1:1. A agitacdo foi mantida por 30 minutos apos esse procedimento. A sintese
foi realizada em pH (7,5 = 0,5). As medidas de espectroscopia UV-Vis foram realizadas
ajustando as dispersdes coloidais para a mesma concentracdo de AUNPs@CMC.

4.2.13 Nanoheterojuncao nucleo-casca Au@ZnS-CMC dopada com indio
(Au@ZnS:In-CMC)

Para a sintese da estrutura nucleo-casca foi utilizado um modelo matematico,
considerando uma espessura de casca de 2,5nm (didmetro estimado para observacao do
efeito de confinamento quantico, levando em consideracdo o raio de Bohr do ZnS). Pelo
algoritmo foi estimada uma concentracéo de zinco e enxofre de 0,5mM, considerando
uma reacdo estequiométrica (Zn:S 1:1). Para este experimento foram preparadas
solugdes estoque de ZnCl2 na concentragdo 10mM e Na»S.9H.O na concentracdo 10mM

que atuam como precursores de zinco e enxofre, respectivamente. Foi preparada ainda
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uma solucdo estoque de nitrato de indio In(NOs)s na concentragdo 5mM que atuou
como precursor de fons [In®"] para dopagem da casca de ZnS. Em 15mL de solugio
aquosa de AUNPs@CMC estabilizadas por CMC (GS = 0,77 com Massa molar =
250,000g.mol™) foram adicionadas lentamente e sob agitacdo constante 4mL da solucio
de ZnCl; na concentragdo de 3,5mM. Em seguida foram entdo adicionados 6mL da
solucéo de In(NOs)s nas concentragdes mostradas na tabela 4.2, para concentragéo dos
reagentes percussores e na tabela 4.3 para a concentracéo final na condicdo de sintese. A
solucdo resultante permaneceu em repouso em geladeira ~ (6 £ 1 °C) por 24 horas. Em
seguida foi realizada a adicéo lenta de 2mL da solucéo sulfeto de sédio na concentragdo
de 7,5mM, para uma razdo molar final estequiométrica (Zn:S) de 1:1. A agitacédo foi
mantida por 30 minutos apos esse procedimento. A sintese foi realizada em pH (7,5 £
0,5). A concentracdo final de [Zn?'] e [S?] foi de 0,55mM. As amostras foram
preparadas em triplicatas. As dispersdes coloidais foram centrifugadas (5 ciclos x
10min, 10000rpm) para remogdo de ZnS@CMC livre e qualquer componente néo

reagido na reacdo de sintese.

O volume final foi 27mL com os valores de concentraces de AuNPs, ZnCl; e
Na>S.9H>0 iguais em todas as amostras sintetizadas. Em valores de concentragdo de
In(NO3)3 na condicdo de sintese maiores que 0,5 mM foi observada precipitacdo das
AuNPs@CMLC.
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Tabela 4.2 - Concentracao dos precursores (mM)

Amostra Al A2 A3 A4 AS A6
ZnCl, (4mL) 3,5 3,5 3,5 3,5 3.5 3,5
Na,S (2mL) 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5

In(NO,), (6mL) 0 1,6 1,2 0,7 0,5 0,25

Tabela 4.3 - Concentragao na condi¢do de sintese (mM)

Amostra Al A2 A3 A4 AS A6
[zn"] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
[S7] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
[In*] 0 0,35 0,25 0,15 0,10 0,05
Zn:In 1:0,7 1:0,5 1:0,3 1:0,2 1:0,1
Zn:In 70% 50% 30% 20% 10%
In (%)
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4.3 Caracterizacao

4.3.1 Caracterizagao optica

A caracterizagdo Optica foi realizada por espectroscopia UV-Vis-NIR, usando um
espectrofotometro Perkin-Elmer (Lambda EZ-210) em modo de transmissdo com uma
cubeta de quartzo. As medidas foram realizadas ao longo de um intervalo de
comprimento de onda de 200-1100nm. Pela analise do pico de energia no espectro de
absorcdo UV-Vis foi possivel estimar a energia de banda proibida (Eg) dos QDts e
estimar crescimento de AuNPs em dispersdo coloidal. Também é possivel estimar a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas. Para nanoparticulas metalicas as medidas
de UV-Vis tornam possivel avaliar a sintese através do pico de absorcdo devido ao
plasmon, e o estado de agregacdo das nanoparticulas.

Espalhamento dindmico de luz (DLS) e medidas de potenciais zeta (ZP) foram
realizadas nas dispersdes coloidais utilizando um instrumento ZetaPlus (Brookhaven
Instruments Corporation) com um comprimento de onda da luz laser de 659nm (laser de
diodo vermelho de 35mW), angulo de dispersdo de 90,0°C, temperatura de (25 + 1)°C e
tempo de execucdo de 5,0s. Essas medidas sdo necessarias para avaliar o tamanho das
nanoparticulas e seu estado de agregacdo, além de sua carga superficial.

A caracterizacdo por fotoluminescéncia (PL) foi realizada com base em espectros
de estado estacionario e mapeamento de contorno de emissao de excitacdo 3D adquirido
usando um equipamento FluoroMax-Plus-CP (Horiba Scientific, Japdo) medido a
temperatura ambiente em uma cubeta de quartzo (excitagdo Aexc = 200-400 nm; emissao
Xem = 300-700 nm e fenda = 2,5 nm). O rendimento quantico (QY) foi estimado pelo
procedimento padrdo comparativo usando bissulfato de quinina (Sigma-Aldrich, EUA)
em é&cido sulfarico (H2SOs 0,1 mol.L?, Sigma-Aldrich, EUA, 95,0-98,0%) como
referéncia padrdo em Aexc = 310 nm; As medidas foram realizadas para avaliar a
intensidade de luminescéncia das amostras de ZnS@CMC e das amostras de hibridos
entre ZnS@CMC e AuNPs@CMC, e de Au@ZnS-CMC.

Medidas de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier de
Refletancia Difusa (DRIFTS, 4000-500cm™ 64 varreduras e uma resolucdo de 2cm™).
As amostras foram preparadas colocando 20pL de solugdo em p6 de KBr, sendo a

mistura seca a temperatura de 40 + 2°C durante 24 h.
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4.3.2 Caracterizacao morfologica e estrutural

As caracteristicas morfologicas, estruturais, distribuicdo de tamanhos, e as
analises quimicas das amostras de QDts, de nanoparticulas metalicas e dos hibridos
formados, foram caracterizadas por imagens de microscopia eletrénica de transmissdo
(MET), que foram realizadas em um microscopio eletrénico de transmissdo Tecnai G2-
20, instalado no Centro de Microscopia da UFMG, usando grades de cobre com um
filme continuo de carbono padrdo para microscopia, e uma tensao de aceleracédo de 200
kV acoplado a um espectrometro de dispersdo de energia de raio-X (EDX) e usando
difracdo de elétrons com area selecionada (SAED). Imagens de microscopia eletronica
de varredura (MEV) foram realizadas em um microscopio eletrénico de varredura
qguanta 200, instalado no Centro de Microscopia da UFMG. As amostras foram
preparadas sobre uma grade MET (200 mesh com filme de carbono) com 20 pL de
dispersdo coloidal. Para determinacdo da distribuicdo de tamanhos e tamanho médio das
nanoparticulas, foram medidas em média 100 particulas em cada amostra analisada,
utilizando o software Digital Micrograph® (Gatan, Inc. USA). As incertezas foram

aferidas por desvio padréo.

As medidas de AFM foram realizadas em um microscopio Multimode 8 fabricado
pela Bruker e operando no modo ScanAsyst®, sendo essa uma técnica de otimizagio de
imagem baseada no modo PeakForce Tapping®, e que permite a obtencdo de imagens
de AFM de alta resolucdo de forma aprimorada pelo sistema. A taxa de varredura foi
1,0Hz, e as imagens adquiridas com uma resolucéo de 256 x 256 pixels, utilizando uma
ponta de SiN, com constante K = 0,4N/m e frequéncia 70kHz, a temperatura da sala

variou entre 19-22°C.

A andlise estrutural foi realizada por difracdo de elétrons por area selecionada
(SAED), juntamente com as anélises de TEM e ainda por difragdo de raios-X (DRX),
em um difratdmetro de raios-X Philips-PANalytical PW 1710 utilizando comprimento
de onda de 1,540598 angstrons (Cu-Ka). Foi utilizado o software Match para indexagdo

dos picos e identificagéo elementar.
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4.3.3 Caracterizagdo quimica

A caracterizacdo quimica foi realizada utilizando detector (EDAX) de Si-Li para
espectroscopia de raios-X por dispersdo em energia (EDS) acoplado ao microscopio
eletrénico de transmissdo FEI Tecnai G2-20 e além por utilizando o sistema Quantum
SE com filtro de energia Gatan (GIF), com detector para Espectroscopia de Perda de
Energia de Elétrons (EELS) com resolucgdo de até 1leV.

4.3.4 Caracterizagao de carga superficial e diametro hidrodinamico

O didmetro hidrodindmico (Hp) foi caracterizado por espalhamento dinamico de
luz (DLS), e a carga superficial foi caraterizada por medidas de potencial zeta (ZP),
utilizando um instrumento ZetaPlus (Brookhaven Instruments Corporation) com um
comprimento de onda da luz laser de 659nm (laser de diodo vermelho de 35mW),
angulo de dispersédo de 90,0°C, temperatura de (25 £ 1)°C e tempo de execucdo de 5,0s.

4.3.5 Caracterizacdo Bioldgica

A citotoxicidade de AuNPs funcionalizadas com CMC com grau de substituicao
de 0,77 e 1,22 foi analisada através da metodologia MTT. As amostras foram avaliadas
com base na anélise da viabilidade celular de células embrionarias de rim humano
(células HEK 293T) e de Glioma (células U87). No ensaio de MTT (‘3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide’), as amostras foram preparadas
seguindo as normas 10993-5:2009 (‘Biological evaluation of medical devices: Tests for
in vitro cytotoxicity’) para o ensaio de contato direto. Foi utilizado o tempo de

tratamento de 24hs, utilizados os seguintes controles:

- Controle referéncia = Ceélulas + meio de cultura + soro fetal bovino.
- Controle positivo = Triton x100 (1% v/v em PBS).
- Controle negativo = lascas de tubos Eppendorf (estéreis).

Metodologia MTT (“3-(4, 5-dimethylthiazol-2yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide’)
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Células HEK293T e U87 foram plaqueadas (1 x 10* células/pogo) em placas de
96 pocos. As populacdes celulares foram sincronizadas em meio isento de soro durante
24 hs. Depois disso, 0 volume de meio foi aspirado e substituido por meio DMEM com
10% de SFB. Foram utilizados 50ul (50ul.0,2mlIt (v/v; amostra/meio de cultura) das
AUNPs em cinco diferentes concentracdes (5, 10, 15, 20 e 25 ug.mL™?), para cada grau
de substituicdo, denominadas de 77 _Au_ 5, 77 _Au 10, 77 _Au_15, 77_Au_20,
77_Au_25, 122 Au 5, 122 Au 10, 122 Au_15, 122 Au 20 e 122 Au_25. Foram
ainda realizados experimentos com CMC pura nos dois graus de substituicdo
denominadas 77_Pura e 122 _Pura, e por fim de amostras de AuNPs centrifugadas para
remocao de possiveis residuos da sintese, denominadas 77_Au_c e 122 _Au_c.

Controles de células e DMEM com 10% de SFB foram utilizados como
referéncia, como controle positivo Triton X-100 (1% v/v em tampdo fosfato salino) e
(PBS, Gibco BRL, Nova lorque, EUA) e como controle negativo lascas estéreis de
tubos de Eppendorf de polipropileno (Img.mL™?, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).
Apos 24hs, o meio foi aspirado e substituido por 60uL de meio de cultura com soro, em
cada poco e as células foram fotografadas utilizando microscopio Optico invertido
(Leica DMIL LED, Alemanha). Foram adicionados a cada poco 50uL de reagente MTT
(5mg.mL™Y) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e incubou-se durante 4h em estufa a 37 °C e
5% de CO.. Apo6s esse periodo, 40ul de solucdo de Isopropanol/4% de HCI foram
colocadas em cada po¢o. Em seguida, 100uL foram removidos de cada poco e
transferidos para uma placa de 96 pocos para quantificar a absorbancia (Abs) em
espectrofotometro (I-Mark, Bio-Rad) com filtro de 595nm. Os valores obtidos foram

expressos como percentagem de células viaveis de acordo com a equacao 4.4.

Abs (amostras) x 100
Viabilidade celular (%) = ( ) eq: (4.4)
Abs (controle)

Anadlise estatistica: O software Prism (Software GraphPad, San Diego, CA, EUA) foi
utilizado para anélise dos dados. A analise estatistica foi realizada considerando como
significancia o P < 0,05 e os resultados foram expressos como valores meédios + 0s
desvios padrdes. Os experimentos foram realizados com n = 6 ¢ o método foi o ‘one
way’/ANOVA/Bonferroni.
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Capitulo 5 - Resultados e discussoes

5.1 - Caracterizacdo da CMC

O biopolimero CMC foi escolhido como base para nucleacdo e crescimento de
nanoparticulas em solugdo aquosa devido as suas interessantes propriedades fisico-
quimicas, tais como ser um polimero aniénico dependente do pH, ndo toxico e soltvel
em agua. Um importante parametro para aplicacdo da CMC ¢ seu valor de pKa, uma
vez que este pardmetro determina as condicdes em que os grupos COOH estdo
protonados ou desprotonados (COOH = COQO), o que tem influéncia direta no

mecanismo de nucleacdo e crescimento de nanocristais metélicos e semicondutores.

A determinacdo do pKa foi realizada aplicando a equacdo de Henderson-
Hasselbalch estendida %61 (equacéo 5.1), onde [A7] é referente & concentracéo total
do substituinte dissociado, quantidade de (-CH2COOH) na cadeia polimérica (58g/mol
para cada carboximetil substituido) e o [HA] é referente a concentracdo do substituinte
ndo dissociado (H*). Nesta expressdo, n é um parametro que depende da forca idnica do

meio, neste calculo foi utilizado n = 1,4 (160,

[A
pH = pK, +nlog

ma G

Na figura 5.1 € apresentado o resultado da titulacdo para as amostras CMC-77 e
na figura 5.2 o resultado para a amostra CMC-122. Para a determinacdo do valor do
pKa, os dados foram plotados de acordo com a equacdo de Henderson-Hasselbalch
estendida, sendo feito um ajuste linear conforme demostrado na figura 5.3 para a
amostra CMC-77 e na figura 5.4 para a amostra CMC-122. Neste ajuste, 0 pKa sera
igual ao valor do pH para a situacdo em que o segundo termo da equacédo 5.1 seja igual
a zero, ou seja, quando as quantidades de moléculas protonadas e desprotonadas sdo
iguais [A']=[HA] *¢9. O valor encontrado foi (4,3 + 0,1) para a CMC-77 e (4,2 +0,1)
paraa CMC-122.
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Figura 5.1 - Curva de titulacdo da CMC-77. Medidas realizadas no intervalo de pH
entre (3,0 £ 0,1) e (7,0 £ 0,1). pH ajustado com HCI 0,5 M.
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Figura 5.2 - Curva de titulagdo da CMC-122. Medidas realizadas no intervalo de pH
entre (3,0 £0,1) e (7,0 £ 0,1). pH ajustado com HCI 0,5 M.
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Figura 5.3 - Determinacdo do valor de pKa da CMC-77 de acordo com a equacao de

Henderson-Hasselbalch.
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Figura 5.4 - Determinacdo do valor de pKa da CMC-122 de acordo com a

equacédo de Henderson-Hasselbalch.




De acordo com os resultados obtidos, as amostras de CMC-77 e CMC-122
apresentam valores de pKa ligeiramente diferentes. 1sso é atribuido aos diferentes GS
das amostras de CMC. A CMC-122 tem mais grupos carboxilicos na cadeia (maior GS),
desta forma, para que seja atingido o equilibrio [A]=[HA], é necessaria uma maior
quantidade de ions H*, ou seja, pH mais acido. Por outro lado, a CMC-77 com menor
GS e, consequentemente, uma menor quantidade grupos carboxilicos na cadeia, uma
quantidade menor de ions H* sdo necessarios para atingir o equilibrio, ou seja, o

equilibrio é atingido em pH maior quando comparado a amostra CMC-122.

A caraterizacdo do polimero CMC foi realizada ainda por medidas de potencial
zeta, para determinar a carga superficial em dispersdo coloidal e por medidas de FTIR,
para determinar a presen¢a dos grupos quimicos essenciais para induzir a nucleacdo e

crescimento de nanoparticulas.

5.1.1 Caracterizagao por Potencial Zeta (ZP)

A carga superficial da CMC é fundamentalmente influenciada pela
protonacao/desprotonacdo dos grupos 4acido carboxilicos substituidos nas cadeias
poliméricas (COOH = COQ"), sendo dependente do pKa e consequentemente do pH da
solucdo. Para pH < pKa os grupos COOH estdo protonados, sendo assim esperado uma
menor carga no polimero, por outro lado, para pH > pKa os grupos COOH estdo
desprotonados (COQO"), sendo assim esperado uma maior carga no polimero. A carga
superficial da CMC foi caraterizada por medidas de potencial Zeta (ZP) e os resultados
sdo mostrados na figura 5.5 e resumidos na tabela 5.1. Como pode ser observado, ambas
as amostras apresentam carga superficial negativa dependente do pH, sendo maior para
pH neutro e alcalino (pH > pKa / COOH — COOQO") e menor para pH &cido (pH < pKa
COOH). Os grupos carboxilato (COQO") nas cadeias poliméricas sdo responsaveis pelas
cargas negativas na CMC. Além disto, a CMC-122 apresenta carga superficial
ligeiramente mais negativa quando comparado a CMC-77 devido a maior quantidade de

grupos carboxilato (COO") na cadeia polimérica (maior substitui¢do).

Esse resultado € importante, porque essa carga superficial garante a estabilidade
da dispersédo coloidal e € um indicativo da disponibilidade de grupos carboxilato (COQO")

para ligacdo de biomoléculas ou semicondutores.
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Figura 5.5 - Resultados de medidas de potencial zeta para amostras de CMC pura em (a)
GS 0,77 (CMC-77) e (b) GS 1,22 (CMC-122).

Tabela 5.1 — Potencial zeta de CMC em diferentes valores de pH (mV)
pH CMC-122 CMC-77
35+0,1 -27,5%£3,5 -205+45
75+0,1 -59,0+5,0 -535+45
10,5+0,1 -59,5+4,5 -60,0£6,0

5.1.2 Caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho (FTIR).

A caracterizacdo quimica da CMC foi realizada por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier para identificacdo de seus grupos quimicos
principais, incluindo os grupos carboxilatos nas cadeias poliméricas ¢?. Na figura 5.6
séo apresentados os resultados das medidas de CMC-77 e CMC-122 em pH (7,5£0,1).
Como observado, foi encontrada uma larga banda compreendida entre 3650 e 3050cm

correspondente ao estiramento O-H. Em torno de 2910cm™ hd uma banda que é
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atribuida ao estiramento do C-H. A deformacdo de estiramento assimétrico referente ao
jon carboxilato COO" esta na regido de 1600cm™. Em 1417cm™ e 1325cm™ encontram-
se 0s estiramentos simétricos do carboxilato COO" e a banda em 1060cm™ é associada
ao estiramento C-O do alcool secundario. Os resultados das medidas de espectroscopia
de infravermelho em conjunto com os resultados de potencial zeta, confirmam a

presenca dos grupos carboxilatos (COO").

A Figura 5.7 mostra a influéncia do pH nos espectros de FTIR da CMC. A
principal diferenca entre os espectros foi associada ao comportamento sensivel ao pH da
CMC, principalmente devido a desprotonacdo e protonacdo de grupos carboxilicos (R-
COOH/R-COO’). Em pH < pKa (isto &, &cido, pH 3,5£0,1), a banda caracteristica dos
grupos COOH foi observada aproximadamente em 1730cm™ sendo atribuida a vibragéo
de alongamento antissimétrico de C = O. Em pH > pKa (pH 7,5£0,1 e pH 10,5+0,1),
quando os acidos carboxilicos sdo totalmente desprotonados (COQO’), a banda em
aproximadamente 1730cm™ desapareceu e as bandas relacionadas aos carboxilatos
(COO") foram claramente detectadas em 1650 e 1592cm™ (alongamento assimétrico) e
1416 e 1324cm™ (alongamento simétrico). Além disso, as bandas dos &lcoois primario
(C6-OH a 1028cm™) e secundario (C2-OH a 1112cm™ e C3-OH a 1060cm™) e as
vibracdes de ligagdes glicosidicas (B 1-4 em 895-900cm™) foram observados para todas

as amostras.
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Figura 5.6 - (A) Espectros de FTIR na CMC (a) CMC-122 e (b) CMC-77. (B) Espectros
de FTIR na CMC (a) CMC-122 e (b) CMC-77 para regido espectral 1800-1200 cm?,

para identificagcdo dos grupos carboxilato (pH 7,5+0,1).
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Figura 5.7 - Espectros de FTIR na CMC-77 em funcdo do pH para identificacdo
da protonacdo/desprotonacdo dos carboxilatos. (a) (3,5 +0,1), (b) (7,5 £0,1) e (c) (10,5
+0,1).

5.2 - Nucleagéo e crescimento de AuNPs mediado por CMC

AuUNPs sdo normalmente produzidas pelos métodos classicos de Turkevich com
base no uso de citrato, acido ascorbico ou outras rotas quimicas baseadas em sementes
(163-166)  Essas rotas de sintese sdo baseadas na reducdo in situ de fons metalicos
precursores pelo uso de reagentes de sal metalico solGveis em &gua, um agente de
reducdo e um agente de estabilizacdo para restringir o crescimento e evitar a
aglomeracdo. Os processos baseados em biopolimeros para a preparacdo de AuNPs sdo
preferidos em comparagdo com rotas usando solventes perigosos e com alta toxicidade.
Por essa razdo, a sintese de AuNPs usando polissacarideos (tais como, celulose,
quitosana, amido e derivados), por métodos aquosos diretos in situ em temperatura
ambiente, sem exigir um agente de reducdo externo ou outro agente estabilizador, tem
sido cada vez mais relatada na literatura (67-172),

A CMC, sendo um biopolimero dependente do pH e com cadeias polimericas
variando em funcdo de GS, pode ter grande influéncia na nucleacdo e crescimento de
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AuUNPs. Foram avaliados os parametros GS e pH, sendo a sintese utilizando CMC com
GS de 0,77 e 1,22 e pH écido (3,5+0,1), neutro (7,5+0,1) e alcalino (10,5£0,1). As
amostras sintetizadas com CMC GS 0,77 e GS 1,22, foram nomeadas de
AUNPsS@CMC-77 e AUNPs@CMC-122, respectivamente.

5.2.1 Avaliacdo da influéncia do GS na sintese de AuNPs estabilizadas por CMC

Inicialmente, o processo de sintese foi avaliado pela observacdo da dinamica da
reacdo com o tempo. Nas figuras 5.8 e 5.9 sdo apresentadas fotografias ilustrando o
processo de sintese da amostra AUNPS@CMC-77 e AuNPs@CMC-122,
respectivamente, em pH (7,0 £ 0,5). Como pode ser observado, a sintese ocorreu com
diferentes dindmicas para as duas amostras. A sintese utilizando CMC-77 apresenta
uma rapida mudanca de coloracdo (~1,5h), indicando maior velocidade de reducdo dos
ions de ouro. Por outro lado, a sintese utilizando CMC-122, apresentou uma reducao
dos ions de ouro mais lenta, resultando em varias horas do processo de sintese (~10h).
Isso pode ser justificado analisando a interaco entre a CMC e os ions de ouro (Au*3). O
processo de sintese segue 0 mecanismo ilustrado na figura 5.10. Nesta reacdo, 0s grupos
hidroxila (-OH) da CMC atuam como agente redutor, reduzindo os ions de ouro (Au*)
para atomos de ouro neutros (Au®), permitindo assim o crescimento de AuNPs. A
interacdo dos grupos carboxilatos (-COO") da CMC com as AuNPs crescidas, faz o
polimero atuar como agente de estabilizacdo, garantindo a estabilidade da dispersdo
coloidal. A CMC-77 € mais abundante em grupos hidroxila (-OH), resultando em uma
maior quantidade de sitios de reducdo e, consequentemente, uma rapida reducdo do
ouro. Com o aumento do grau de substituicdo, ocorre uma reducdo da quantidade de
hidroxilas (-OH) disponiveis para reducdo do ouro, resultando em um processo mais
lento.

A dissolugdo da CMC em agua em pH proximo a 7, provoca a desprotonacéo dos
grupos carboxila (-COOH) formando carboxilatos (-COO7). Quando é adicionado o
acido cloroaurico (HAUCI,), este se dissolve nos ions [Au®*Cls] e H*, abaixando o pH
da solugdo. Com o aquecimento acontece a reagdo entre a CMC e o ouro, onde o0s
grupos hidroxila (-OH) da CMC atuam como agente redutor, reduzindo os ions de ouro

(Au*®) para atomos de ouro neutros (AuP), permitindo o crescimento de AuNPs. A
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interacdo eletrostatica entre os grupos carboxilato (-COO") com a superficie das AUNPs
gera uma forca de atracdo do tipo adsorcdo intermolecular COO-Au, com uma forca

tipica de 2 kcal/mol 73174, garantindo a estabilidade da disperséo coloidal.

@ Y7 B-mn ™ Y- -

—— —
(d)=1,5h

— — v

Figura 5.8 - Fotografias mostrando a andamento do processo de sintese utilizando
CMC-77. (a) Inicio do aquecimento, (b) 30min de aquecimento, (c) 1h de aquecimento,

(d) 1,5h de aquecimento.
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Figura 5.9 - Fotografias mostrando a andamento do processo de sintese utilizando

CMC-122. (a) Inicio do aquecimento, (b) 2h de aquecimento, (c) 5h de aquecimento, (d)
10h de aquecimento.
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Figura 5.10 - llustracdo do mecanismo de sintese de AuNPs utilizando CMC

simultaneamente como agente redutor e agente de estabilizacao.

5.2.2 Caracterizacdo das AUNPs@CMC por espectroscopia UV-Vis

A caracterizacdo Optica foi realizada por espectroscopia UV-Vis. Na figura 5.11
estdo apresentados os resultados das medidas de cinética de crescimento das AuNPs
utilizando CMC-77. Os espectros sdo referentes a (a) CMC pura, e (b), (c), (d) e (e) para

0 processo de sintese com 1h, 2h, 3h e 4h de reacdo, respectivamente.

A regido compreendida entre 450 e 600 nm, apresenta absorcdo centrada em
520nm devido a absorcdo de energia causada pela oscilacdo coletiva dos elétrons de
conducéo na superficie das AUNPs@CMC. Essa oscilagdo dos elétrons de conducdo é
causada pelas pequenas dimensdes das nanoestruturas metalicas, menor que o
comprimento de onda de excitacdo. Nesta condi¢do, o campo elétrico serd uniforme em
torno das nanoparticulas, sendo induzido um deslocamento uniforme da densidade
eletronica e uma forte forca de restauracdo em relacdo aos ndcleos positivos, resultando
em uma oscilagdo caracteristica dos elétrons de conducdo, fendmeno conhecido como

ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR) ?527),
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Figura 5.11 - Espectros UV-Vis para as medidas de cinética de crescimento das AuUNPs
na amostra AUNPS@CMC-77. (a) CMC-77, (b) AUNPs@CMC 1h, (c) AUNPs@CMC
2h, (d) AUNPs@CMC 3h, (e) AUNPs@CMC 4h.

Na figura 5.11, a medida com uma hora (b) resultou em um espectro muito
alargado e com pico de ressonancia em 536nm tipico de nanoparticulas com maiores
dimensbes ou aglomerados, sendo explicado principalmente pela presenca de largos
clusters no processo de nucleacdo e crescimento das nanoparticulas ©7). Neste estado,
as AuNPs ainda ndo tém a morfologia esférica completamente formada, provocando
uma ndo uniformidade na oscilagdo da densidade de carga, devido a isso, 0 espectro de
energia sofre um deslocamento para o vermelho. Isso pode ser explicado ainda nédo
formacdo das AuNPs e pela morfologia ainda ndo completamente esférica nesta etapa
do processo de nucleagédo e crescimento. Como observado, o processo de crescimento
tem duragdo de cerca de 2 horas, ndo sendo mais observadas mudancas no espectro.
Apos o crescimento completo das AUNPs@CMC elas apresentam o pico de absorcao
maximo em 522nm, o que comprova a presenca das AUNPsS@CMC na dispersao
coloidal. Esse pico de absorcdo dptica é devido as oscilagBes coletivas dos elétrons de
conducdo na superficie das AuNPs (LSPR).
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Na figura 5.12 é apresentado o resultado das medidas de cinética de crescimento
das AuNPs utilizando CMC-122. Nesta figura, pode ser observado que a medida com
uma hora (a) resultou em um espectro muito alargado e com pico de ressonancia em
547nm. Da mesma forma que na amostra com CMC-77, esse alargamento ¢é tipico de
nanoparticulas grandes ou aglomerados, sendo explicado principalmente pela presenca
de largos clusters no processo de formacdo das nanoparticulas. Porém, neste processo
de sintese foi observado que a dinamica de crescimento € significativamente mais lenta,
quando comparada com a amostra com CMC-77, sendo que apdés 10 horas (g) de
aquecimento, a pico das AUNPs@CMC se manteve em 537nm, indicando AuNPs néo

perfeitamente esféricas e/ou uma distribuicdo irregular de morfologias e tamanhos
(6,14,50,83)

0,35 (a) CMC GS 1,22
LSPR 537 nm — (b) AuNPs@CMC - 1h
— (c) AUNPs@CMC - 3h
—— (d) AUNPS@CMC - 5h
—— (€) AUNPS@CMC - 7h
—— (f) AUNPS@CMC - 9h
—— (g) AUNPs@CMC - 10h

0,30
0,25 -
0,20 -
0,15

0,10

Absorbéncia (u.a.)

0,05F

0,00 F@ay

-0,05 . 1 . 1 . )
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Figura 5.12 - Espectros UV-Vis para as medidas de cinética de crescimento das AuUNPs
na amostra AUNPs@CMC-122. (a) CMC-122, (b) AuNPs@CMC 1h, (c)
AUNPs@CMC 3h, (d) AUNPs@CMC 5h, () AuUNPs@CMC 7h, (f) AUNPs@CMC 9h,
(9) AUNPs@CMC 10h.

O espectro UV-Vis foi utilizado para estimar o diametro, a concentragdo e a
densidade de nanoparticulas na dispersdo coloidal, aplicando a metodologia proposta

por Haiss et al ™. Neste estudo os autores sistematicamente estudaram a dependéncia
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do didametro das AuNPs com a taxa entre a absorbancia na ressonancia de plasmon
(ALspr) € na absorbancia em 450nm (Aasso), € a relacdo entre a absorbancia e a
concentracdo inicial de ouro, derivando a equacdo 5.2 para o diametro médio, onde as
constantes foram determinadas tedrica e experimentalmente como sendo, B1 = 3,55 e
B2=3,11

AspRr
d — e(B1A4—50 BZ) (52)

Ja a expressdo para a concentracdo é derivada da lei de Beer-Lambert, sendo bem
conhecido e tabelado os valores para o coeficiente de absortividade molar de AuNPs na
absorbancia de 450nm @™, O célculo da concentracdo pode ser realizado pela equagéo
5.3, para um caminho Gptico de 10mm.

A
= 20 (5.3)

€450

Os resultados estdo apresentados na tabela 5.2. Conforme os resultados
calculados, as AuNPs na amostra AUNPs@CMC-122 tém em meédia (17,0 £ 2,0)nm de
diametro, com uma concentracdo de (0,53 % 0,05)nM para uma densidade de
nanoparticulas de 1,35 x 10*° particulas por cm?, sendo que a amostra AUNPS@CMC-
77 as AuNPs tém em média (24,5 = 2,5)nm de didmetro, com uma concentracdo de
(0,17 + 0,01)nM para uma densidade de nanoparticulas de 0,80 x 10° particulas por

cm?,

Tabela 5.2 - Diametro, concentracdo e densidade de nanoparticulas na disperséo

coloidal calculados pelo espectro UV-Vis

AUuNPs@CMC-122 | AuNPs@CMC-77
Diametro das AuNPs (nm) 17,0+ 2,0 245+25
Concentracdo de AuNPs (nM) 0,53+0,05 0,17 £0,01
Densidade de AuNPs (particulas por cm?) 13,5 x 101 8,0 x 10

Como observado nos espectros e nos valores calculados, as duas amostras sdao
diferentes em relacdo as medidas de espectroscopia UV-Vis. Essa diferenca esta
associada, principalmente, a velocidade de reducdo dos ions de ouro (Au®*).
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5.2.3 Caracterizagao da carga superficial por medidas de potencial Zeta (ZP).

A carga superficial das AuNPs foi caraterizada por medidas de potencial Zeta
(ZP) e os resultados estdo resumidos na tabela 5.3. Em pH > pKa, os grupos carboxila
(COOH) da CMC estdo desprotonados, originando os grupos carboxilato (COO"). A
interacdo destes grupos com a superficie das AuNPs gera uma forca de atracdo do tipo
adsorcéo intermolecular COO-Au. Os grupos carboxilato (COQ), ndo interagentes com
0 ouro e disponiveis na superficie sdo responsaveis pelo aparecimento de uma carga
negativa nas AuNPs. A medida de potencial zeta da dispersdo coloidal das AuNPs da
amostra AUNPS@CMC-122, apresenta uma carga negativa de § = — (62 = 1)mV, e na
dispersdo coloidal das AuNPs da amostra AuUNPs@CMC-77, apresenta uma carga
negativa de & = — (60 = 3)mV. A superficie das AUNPs@CMC em ambas as amostras
tém carga negativa elevada, o que é um indicativo da cobertura de CMC. Como
apresentado na figura 5.5 e na tabela 5.1, a carga da CMC-122 é menor que a carga da
CMC-77, e isso se refletiu na carga da dispersdo coloidal de AuNPs@CMC, com
valores de ZP proximos devido ao maior consumo de COO" nas amostras de
AUNPsS@CMC-122 pela interagdo com a superficie do ouro. Esse resultado é
importante, porque essa carga superficial garante a estabilidade da dispersao coloidal e é

um indicativo da disponibilidade de grupos carboxilato (COO").

5.2.4 Caracterizacdo do tamanho por medidas de espalhamento dindmico de luz
(DLS)

O tamanho médio das particulas foi caracterizado por espalhamento dindmico de
luz (DLS) e os resultados estdo resumidos na tabela 5.3. O diametro médio medido por
DLS da amostra AUNPs@CMC-122 foi de (22,7+1,5)nm, maior que o resultado obtido
pelo espectro UV-Vis. Isso é devido ao fato de que o DLS determina o diametro
hidrodindmico (Hp) das nanoparticulas, sendo que como as AuNPs sintetizadas tem a
cobertura de CMC, a interacdo desta camada com a agua causa um maior Hp do que
seria encontrado com AuNPs sem cobertura. Além disto, no espectro UV-Vis, a camada
de CMC causa principalmente um deslocamento do comprimento de onda da
ressonancia plasmonica, tendo pouco efeito nos valores de absorbancia que sao

utilizados nos célculos de didmetro. Esse resultado demostra que as AuNPs estdo na
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faixa de tamanhos esperada, e, além disto, é um indicativo da presenca da camada de
CMC. O Hp medido por DLS da amostra AUNPS@CMC-77 foi de (92,5+1,5)nm, maior
que o resultado obtido pelo espectro UV-Vis e maior que a amostra AUNPS@CMC-122.
Como pode ser observado, as AuUNPs na amostra sintetizada com CMC-77 apresentam
um Hp médio maior que as sintetizadas com CMC de maior grau de substituicdo. Esse
resultado corrobora com as medidas e conclusdes feitas a partir dos resultados de
espectroscopia UV-Vis. Porém, foi observado uma diferenca significativa entre as duas
estimativas, que pode ser explicada pela conformacdo da CMC na superficie das
AUNPs. Com maior grau de substituicdo, existe uma maior interacdo entre as cadeias de
CMC favorecendo um menor crescimento das AuNPs, a0 mesmo tempo em que as
cadeias ficam mais proximas da superficie do ouro, devido as interacdes eletrostaticas
entre os grupos carboxilatos (-COO") e os a&tomos de ouro. Nas AuNPs sintetizadas com
CMC-77 existe uma menor interagéo entre as cadeias, permitindo que elas fiqguem mais
abertas na superficie do ouro, aumentando assim o Hp das AuNPs.

Tabela 5.3 — Potencial zeta (mV) e Hp (nm)
AUNPs@CMC-122 AUNPs@CMC-77
ZP -62+1 -60+3
DLS (Hb) 22,715 92,5415

5.2.5 Caracterizacao por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

As caracteristicas morfoldgicas e estruturais foram caracterizadas por imagens de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e imagens de microscopia de forca
atbmica (AFM), com estimativa da distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas. A
analise estrutural foi realizada por difracdo de elétrons por area selecionada (SAED),
para verificar a cristalinidade das AuNPs. A caracterizacdo quimica foi realizada por

espectroscopia de dispersdo de energia de raios-X (EDS).

Nas figuras 5.13 sdo apresentadas as imagens de microscopia eletrbnica de
transmisséo e na figura 5.14 sdo apresentadas imagens de alta resolucéo e padrao SAED
da amostra AUNPs@CMC-77, demostrando a estrutura cristalina e o padrdo em forma
de anel, caracteristica de AuNPs policristalinas. Estes anéis podem ser indexados nos

planos (111), (200), (220) e (311) do ouro com célula unitaria do tipo cubica de face
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centrada (cfc). Pelas imagens de MET é observado que as AUNPs@CMC sintetizadas
tém morfologias aproximadamente esféricas e aproximadamente com distribuicdo de
diametros homogénea. Na figura 5.15 é apresentada a distribuicdo de tamanhos aferida
através de imagens de MET. O didmetro médio medido foi 20+£1nm, compativel com o
esperado pelos resultados de UV-Vis. A figura 5.16 apresenta o resultado de EDS das
AUNPs. Pelo espectro medido sdo observados os picos referentes ao ouro nas energias
de AuM, — 2,1 keV, AuMg — 2,2keV, AuL, — 9,7keV e AulLp — 11,4keV, que estdo de

acordo com os valores ja publicados na literatura 283,
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Figura 5.13 — (A-D) Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de
AUNPs@CMC-77 em diferentes magnificacoes.
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(111)
0.24+0.02 nm

(h,k,1) d (A) AuNPs@CMC
(Experimental)
Au (111) 24+03A
Au (200) 21+03A

Au (220) 1.503A
Au (311) 1.2+0.3A

Figura 5.14 — (A) imagem de alta resolucdo de AUNPs@CMC-77, destacando medidas
de distancia interplanar e (B) imagem com padrdo SAED e tabela de distancias

interplanares medidas.
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Figura 5.15 — Histograma de distribuicdo de tamanhos da amostra AUNPS@CMC-77
medido por MET.
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Figura 5.16 — Espectro de EDS das amostras de AUNPS@CMC-77




Nas figuras 5.17 sdo apresentadas as imagens de MET e na figura 5.18 sdo
apresentadas imagens de alta resolucéo e padrdo SAED da amostra AUNPS@CMC-122,
demostrando a estrutura cristalina e o padrdo em forma de anel, caracteristica de AuUNPs
policristalinas. A figura 5.19 mostra o padréo de difracdo para um grupo de AuUNPs,
demostrando a estrutura em forma de anel, caracteristica de nanoparticulas de ouro
policristalinas. Estes anéis podem ser indexados nos planos (111), (200), (220) e (311)
do ouro com célula unitaria do tipo cubica de face centrada (cfc). A figura 5.20
apresenta o resultado de EDS onde foi observado os picos referentes ao outro nas
energias de AuM, — 2,1keV, AuMg — 2,2keV, AuL, — 9,7keV e Aulp — 11,4keV ©283),
Como pode ser observado, AuUNPs@CMC-122 apresentam maior distribuicdo de
tamanhos e morfologias, quando comparado a AUNPs@CMC-77. Isso explica as
diferencas observadas nas analises por UV-vis, sendo associado a maior substitui¢do

das cadeias de CMC, com efeito na nucleagéo e crescimento das AuNPs.

(A)

(D)

‘ZUD am

Figura 5.17 - (A-D) Imagens de MET de AuNPs@CMC-122 em diferentes

magnificagdes.

67



(111)
0.24+0.02 nm

(h,k,1) d (A) AuNPs@CMC
(Experimental)
Au (111) 24%*03A
Au (200) 2.1+03A

Au (220) 1.5+03A
Au (311) 1.2+0.3A

Figura 5.18 — (A) imagem de alta resolugéo de AUNPs@CMC-122, destacando medidas
de distancia interplanar e (B) imagem com padrdo SAED e tabela de distancias
interplanares medidas.
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Figura 5.19 — Histograma de distribuicdo de tamanhos da amostra AUNPs@CMC-122
medido por MET.
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Figura 5.20 — Espectro de EDS da amostra AUNPs@CMC-122
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5.2.6 Caracterizagao por Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Pelas imagens de microscopia de forga atbmica (AFM) apresentadas na figura
5.21, para amostras AUNPs@CMC-122, foi observado uma polidispersao de tamanhos e
morfologias, sendo que os didametros médios, medidos pela altura em Z, sdo da ordem
de 12nm. Para a amostra AUNPs@CMC-77 as imagens sdo apresentadas na figura 5.22,
onde foi observada morfologia aproximadamente esférica, com pouco distribui¢do de
tamanhos, como ja constatadas pelas imagens de MET, os didmetros médios medidos

pela altura em Z, sdo da ordem de 17nm (Fig. 5.22 (I1)).

(A) 0 (n)

24.7 nm

37.8 nm 247 nm

-12.0 nm -12.0 nm

-18.1 nm

Height 180.0 nm

Height

Height 400.0 nm

13.1. nm

-4.6 nm

Height 520.0 nm

Figura 5.21 — (A-B) Imagens de microscopia de forga atdbmica (AFM) da amostra

AUNPs@CMC-122 depositadas em uma superficie de mica.
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Figura 5.22 - Imagens de microscopia de forca atbmica (AFM) da amostra
AUNPs@CMC-77 depositadas em uma grid de MET.

5.2.7 Caracterizacdo por Difracédo de Raios-X

A anélise estrutural das AUNPs@CMC foi realizada por medidas de difracdo de
raios-X, sendo comparada com trabalhos j& reportados na literatura 76178 e nas tabelas
cristalograficas. Bart Goris et al 7® e Carb6-Argibay, E. et al *® estudaram a estrutura
atdbmica para o caso de AuUNPs. AuNPs podem apresentar diversas organizagoes
cristalogréficas diferentes, sendo em geral sdo observados cinco picos de difracdo em
nanoestruturas de ouro que podem ser indexados como (111), (200), (220), (311) e
(222), com a estrutura cubica de face centrada (cfc) sendo a mais comum. Mesmo sendo
um material altamente cristalino, sua caracterizacdo por difracdo de raios-X €

dificultada devido a suas dimensoes.

Na figura 5.23 é mostrado o resultado da difracdo de raios-X da amostra
AUNPs@CMC-122, onde sdo observados picos correspondentes aos angulos 38,21° (d=
2,35A), 44,37° (d= 2,04A), 64,79° (d= 1,43A) e 77,59° (d= 1,22A) que podem ser
indexados como os planos (111), (200), (220) e (311) do ouro. No difratograma é ainda
observado um pico alargado (~ 25°) devido a componente amorfa da CMC. Os
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difratogramas obtidos estdo de acordo com as referéncias encontradas na literatura 7¢-
178) ¢ as tabelas cristalograficas (JCPDS 04-0784).

Adicionalmente o tamanho médio dos nanocristalitos de ouro foi determinado,
para a amostra AUNPs@CMC-122, utilizando a férmula de Debye-Scherrer (equacao
5.4).

d= B cos 6 2

Onde d é o tamanho do cristalito, A comprimento de onda de da radiagdo de raios-
X (1,54 angstrons (Cu-Ka)), K € uma constante de valor 0,89, 26 ¢ o angulo de Bragg
do pico Au (111) e B é a largura a meia altura, apds a subtragdo do background do
equipamento. O tamanho médio de cristalito de AuNPs foi determinado como sendo

15,2+0,2nm.
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Figura 5.23 - Difratograma referente a amostra AUNPs@CMC-122
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5.2.8 Caracterizacgao por espectroscopia de infravermelho (FTIR).

A caracterizacdo quimica superficial foi realizada para identificagdo da presenca
dos grupos carboxilatos na superficie das AuNPs, através da técnica de espectroscopia
por transformada de Fourier por refletancia difusa. Na figura 5.24a é apresentado o
resultado da medida de CMC-77 pura, e na figura 5.24b o resultado da medida da
amostra AUNPs@CMC-77.Como observado, na amostra de AuNPs foi encontrada uma
larga banda compreendida entre 3650 e 3050cm™ correspondente ao estiramento O-H.
Em torno de 2910cm™ ha uma banda que é atribuida ao estiramento do C-H. A
deformacéo de estiramento assimétrico referente ao ion carboxilato COO" estéa na regido
de 1600cm™. Em 1417cm™ e 1325cm™ encontram-se os estiramentos simétricos do
carboxilato COO™ e a banda em 1060cm™ é associada ao estiramento C-O do alcool

secundario. Esse resultado estd de acordo com a medida da CMC pura (figura 5.24a)
(162)

Na figura 5.25a o resultado da medida de CMC-122, e na figura 5.25b o resultado
da medida da amostra AUNPs@CMC-122. Como observado na figura, na amostra de
AUNPs@CMC foi encontrada uma larga banda compreendida entre 3650 e 3050cm™
correspondente ao estiramento O-H. Em torno de 2930cm™ estd banda atribuida ao
estiramento do C-H. A deformacdo de estiramento assimétrico referente ao ion
carboxilato COO" esta na regido de 1600 cm™. Em 1417cm™ e 1325cm™ encontram-se
os estiramentos simétricos do carboxilato COO™ e a banda em 1062cm™ é associada ao
estiramento C-O do alcool secundério. Esse resultado esta de acordo com a medida da
CMC pura. Os resultados das medidas de espectroscopia de infravermelho em conjunto
com os resultados de potencial zeta, confirmam a presenca dos grupos carboxilatos
(COO") associados a CMC, na superficie das AuNPs.
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Figura 5.24 — (A) (a) Resultados das medidas de FTIR na amostra CMC-77 (b) e na
amostra AUNPs@CMC-77. (B) Destaque da regifo 1800 a 1200 cm™ de (A).
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Figura 5.25 — (A) (a) Resultados das medidas de FTIR na CMC 1.22 pura (a) e na

amostra AUNPs@CMC-122. (B) Destaque da regido 1800 a 1200 cm™ de (A).
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5.2.9 Avaliacdo da influéncia do pH na disperséo coloidal de AUNPs@CMC

Para a avaliagdo da influéncia do pH, foi utilizada a amostra de AuNPs
sintetizadas com CMC de grau de substituicdo 0,77 (AUNPs@CMC-77). O pH da
dispersdo coloidal foi ajustado utilizando HCI (0,1M) e NaOH (0,1 M), sendo medidos
valores de pH na faixa de 4 a 11. Em todos os valores de pH foram realizadas medidas
de espectroscopia UV-Vis, para avaliacdo da influéncia do pH na absorbancia, e por
espalhamento dindmico de luz (DLS), para avaliagdo do Hp e de potencial zeta, para

determinacéo de sua carga superficial.

5.2.9.1 Influéncia do pH na absorbéancia das AUNPs

Na figura 5.26 sdo apresentados espectros de UV-Vis das AuNPs medidos na
faixa de pH de 4 a 11. Como pode ser observado na figura, a variagdo do pH, na faixa
selecionada, ndo provocou alteragdes nas medidas de LSPR das AuNPs, ou variac¢ao de
intensidade de absorbancia nas dispersdes coloidais. Isso demostra que a variagcdo de
concentracdes de ions na solucdo e/ou nas caracteristicas da cadeia polimérica de
cobertura ndo tem influéncia no LSPR. Esse resultado demostra que as nanoparticulas
sdo estaveis nesta faixa de pH, ndo sendo observada agregacdo ou alteracdes no valor de

ressonancia plasmonica.
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Figura 5.26 - Medidas de UV-Vis das AuNPs medidos na faixa de pH de 4 a 11
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5.2.9.2 Influéncia do pH no diametro hidrodinamico das AuNPs

O Hp foi caracterizado por DLS. Na figura 5.27 é a presentado um grafico com a
variacdo do valor do Hp médio das AuUNPs@CMC em funcdo do pH da dispersao
coloidal. Como pode ser observado, 0 Hp apresentou uma dependéncia com o valor do
pH. Em pH 4, situacdo em que os grupos carboxilas da CMC estdo protonados (COOH),
0 Hp das AuNPs@CMC apresentou um menor valor quando comparado a disperséo
coloidal em pH > pKa, associado a desprotonacdo dos carboxilatos (COO/COQOH).
Esse resultado demostra que o Hp das AuNPs é dependente do pH da dispersdo
coloidal, sendo explicado principalmente pela variacdo de conformacdo da CMC em
torno das superficies das AuNPs, com a mudanca protonacdo/desprotonacdo dos
carboxilatos (COO-/COOH).
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Figura 5.27 - Medidas de DLS na faixa de pH de 4 a 11, mostrando a varia¢do do Hp

das AuNPs em funcéo do pH. (barra de erro: desvio padréo, n > 3)
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5.2.9.3 Influéncia do pH na carga superficial das AuNPs

A carga superficial das AUNPs@CMC foi caraterizada por medidas de potencial
Zeta (ZP). Na figura 5.28 sdo apresentados os resultados das medidas de potencial zeta
das dispersbes coloidais das AuNPs na faixa de pH de 4 a 10. Como pode ser
observado, a carga superficial das solugdes coloidal de AUNPs@CMC tem tendéncia a
diminuir com a diminuicdo do pH, devido a protonacdo dos carboxilatos (COO"
/COOH). Em pH 4 (pH <pKa), situagcdo em que os grupos carboxilas da CMC estéo
protonados (COOH), a carga superficial apresentou um valor minimo de -35 + 2mV. A
carga superficial, contudo, fica mais negativa com o aumento do pH devido a
desprotonacdo dos grupos carboxilas, originando os grupos carboxilatos (COO),

atingido o valor de -65 = 2mV em pH alcalino pH = 10.

ZP (mV)

t COOH

pH

Figura 5.28 - Medidas de potencial zeta na faixa de pH de 4 a 10, mostrando a variagdo

da carga superficial das AuNPs em fungéo do pH.
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5.2.10 Influéncia do pH na nucleacéo e crescimento de AUNPs@CMC.

Para avaliar a influéncia do pH na nucleagdo e crescimento das AuNPs, foi
realizada a sintese em trés diferentes valores de pH. Como pardmetro foi utilizado a
valores de pKa da CMC, determinado por titulacdo potenciométrica como sendo (4,3 £
0,1) (CMC-77), abaixo deste valor os &cidos carboxilicos da CMC estdo protonados
(COOQH), e acima sdo desprotonados, originando os grupos carboxilatos (COO"). Foram
escolhidos os valores de pH de (3,5+ 0,1) (pH < pHa, &acido), (7,5 0,1) (pH > pHa,
neutro) e (10,5+ 0,1) (pH > pHa, alcalino). Na figura 5.29 é apresentada uma foto das
dispersdes coloidais resultante da sintese nestes valores de pH. A sintese realizada em
pH (3,5 0,1), abaixo do pKa, apresentou um resultado completamente diferentes dos
outros valores de pH, associado protonacdo dos carboxilatos (COOH), com diminui¢do
da carga superficial e, consequentemente, a interacdo entre a CMC e os ions de ouro,
fato que afeta a dindmica de nucleacédo e crescimento das AuNPs. Isso pode ter causado

um crescimento anormal das nanoparticulas e/ou uma morfologia diferente da esférica.

Figura 5.29 - Foto das dispersdes coloidais resultante da sintese em diferentes valores
de pH.
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Nas figuras 5.30, 5.31 e 5.32 estdo apresentados os resultados das medidas de
espectroscopia UV-Vis da cinética quimica da sintese nos pHs (3,5+ 0,1), (7,5 0,1) e
(10,5 0,1), respectivamente. Como observado nestes resultados, a sintese em pH (3,5
0,1) resultou em espectros largos e com ressonancia de plasmons muito deslocada para
o vermelho (~544nm), indicando que as AUNPs@CMC ndo sdo perfeitamente esféricas.
Ja a sintese em pH (7,5 0,1) e (10,5 0,1) apresentou espectros estreitos e com
ressonancia plasmonica em torno de 522nm, o que indica AuNPs de excelente qualidade
e aproximadamente esféricas. A sintese em pH (10,5+ 0,1) apresentou uma dinamica
significativamente mais répida, sendo a condicdo de sintese ideal para as
AuNPs@CMLC.
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Figura 5.30 - Resultados de espectroscopia UV-Vis da dinamica de crescimento das
AuNPs em pH (3,5 0,1).
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Figura 5.31 - Resultados de espectroscopia UV-Vis da dinamica de crescimento das
AuNPs em pH (7,1+ 0,1).
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Figura 5.32 - Resultados de espectroscopia UV-Vis da dindmica de crescimento das
AUNPs em pH (10,5+ 0,1).

Na figura 5.33 € apresentada uma comparacdo dos resultados no tempo de 2
horas. Como observado, a dispersdo coloidal de AuNPs apresenta caracteristicas de




absorbancia completamente diferentes quando sintetizadas em meio &cido, neutro e
alcalino. Essa diferenca é devido a protonacdo ou desprotonacdo dos grupos carboxila
da CMC.

ey
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—— (b)pH 7.1
0.8 (c) pH 10.5
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Figura 5.33 - Resultados de espectroscopia UV-Vis normalizados de AuNPs em trés
diferentes valores de pH. (a) (3,5 0,1), (b) (7,5 0,1), e (c) (10,5+ 0,1).

Para avaliar o efeito do pH nas propriedades das AuNPs sintetizadas em diferentes
valores de pH, foram realizadas medidas de potencial zeta e DLS. Na figura 5.34 é
apresentado a comparacdo dos resultados de carga superficial para os trés diferentes
valores de pH de sintese. Como observado, a menor carga superficial foi encontrada na
sintese em pH (3,520,1), isso ja era esperado observando que neste pH as carboxilas
estdo protonadas, resultando em uma diminuigéo da carga da CMC e ainda uma menor

interagdo com a superficie das AUNPs@CMC.
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Figura 5.34 - Resultados de potencial zeta apresentado os valores de carga superficial

para a sintese em trés diferentes valores de pH. (barra de erro: desvio padrdo, n > 10).

Na figura 5.35 é apresentado a comparacdo dos resultados de Hp para os trés
diferentes valores de pH de sintese. Como observado, 0 menor Hp foi encontrado na
sintese em pH (3,5 0,1), isso ja era esperado observando que neste pH as carboxilas
estdo protonadas, resultando em uma conformacdo fechada das cadeias de CMC, nos
outros pHs a maior carga superficial resulta em maior separacdo entre as cadeias e,

consequentemente, maiores valores de Hp.
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Figura 5.35 - Resultados de DLS apresentado os valores de Hp para a sintese em trés

diferentes valores de pH. (barra de erro: desvio padrao, n > 3).

Na figura 5.36 sdo apresentadas as imagens de MET para sintese em (a) pH 3,5,
(b) pH 7,1 e (c) pH 10,5, respectivamente, utilizando CMC-77. Como pode ser
observado, as AUNPs@CMC sintetizadas em pH neutro e alcalino apresentam
morfologia esférica, com distribuicdo de tamanhos uniformes. Por outro lado, as
amostras sintetizadas em pH 4&cido, apresenta em sua maioria, AuNPs@CMC
anisotropicas e com significativa distribuicdo de tamanhos e geometrias. Esses
resultados confirma a influéncia da protonacdo/desprotonacdo sobre o mecanismo de

nucleacdo e crescimento das AUNPs@CMC.

84



pH < pKa - COOH pH > pKa - COO"

@ w8« = ) -

Figura 5.36 - Imagens MET para sintese de AUNPS@CMC em, (a) pH 3,5, (b) pH 7,1 e
(c) pH 10,5, utilizando CMC-77.
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5.2.11 Modelo para nucleacgéo e crescimento de AUNPs@CMC

Seguindo o modelo de nucleacéo e crescimento 7189 apresentado na figura 5.37,
0 polimero CMC atua mediando o crescimento do nucleo metélico e assumindo uma
conformacdo em volta das AuNPs@CMC. Pelo procedimento experimental e pelos
resultados apresentados no capitulo 5.1, a CMC apresenta carga negativa em suas
cadeias poliméricas, atribuida aos grupos COO", como demostrado pelos resultados de
ZP com variagdo de protonacao/desprotonacdo dos grupos é&cido carboxilico
substituidos nas cadeias poliméricas (COOH = COO"). No procedimento experimental
para crescimento de AUNPs@CMC, os ions de Au®* interagem com os grupos —OH, nas
cadeias poliméricas de CMC, sendo reduzidos para Au® (Au®* + e — Au°) (Fig. 5.37 a-
b), formando nicleos ao longo da cadeia (Fig. 5.37 b). Em seguida, ocorre o processo
de crescimento destes ntcleos (Au® + Au®, — Au+1) (Fig. 5.37 b-c), com posterior
interacdo entre os atomos de ouro Au®, formando um nticleo que crescera mediado pela

conformacédo da CMC até o ponto de estabilizacdo (Fig. 5.37 d-e-f).

A morfologia das AUNPs@CMC crescidas, dependera da carga e da conformacao
das cadeias poliméricas de CMC. Quanto maior a substituicdo, maior sera densidade de
carga, e consequentemente as interacfes repulsivas de natureza eletrostatica sdo mais
intensas, devido a presenca de carboxilatos ao longo das cadeias, contribuindo para uma
conformacdo mais estendida e assim favorecendo a expansdo das cadeias poliméricas.
No modelo proposto, essa condi¢do favorece o crescimento de AuNPs com maior grau
de polidispersdo, com significativa variagdo de morfologia, como demostrado pelos
resultados de AuNPsCMC-122 (Fig. 5.17). Por outro lado, para cadeias poliméricas
menos substituidas (GS 0,77), as interacOes eletrostaticas repulsivas sdo minimizadas,
favorecendo uma conformacéo enovelada das cadeias, com interacdes fracas e de curto
alcance entre os segmentos poliméricos %74 (Fig. 5.37 g), isso tende a favorece AuNPs
homodispersas, sem variacdo significativa de morfologia. O efeito do pH nas cadeias
polimeéricas é relacionado, principalmente, a distribuicio de carga, devido a
protonagdo/desprotonacgdo dos grupos substituidos ao longo das cadeias. Para pH abaixo
do pKa, os grupos carboxilicos sdo protonados (R/COO™ + H* — R/COQOH), diminuindo
a carga das cadeias poliméricas e, consequentemente, a quantidade de sitios de

nucleacgdo, isso favorece o crescimento de AuNPs anisotropicas. Por outro lado, para pH
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acima do pKa, os grupos carboxilicos sdo desprotonados (R/ICOOH — R/COO" + HY),
aumentando a distribuicdo de carga das cadeias poliméricas e, consequentemente, a
quantidade de sitios para nucleacdo, com crescimento de AuNPs simétricas e estaveis.

Esse modelo foi comprovado pelos resultados de MET mostrados na Figura 5.36.

(8)

COO-Au . Atomos de ouro

A\ CMC

==(C00)

Figura 5.37 - Modelo de nucleacdo e crescimento de AuNPs mediado por CMC (Fonte:

préprio autor).




5.2.12 Ensaios Biol6gicos

A Figura 5.38 apresenta o grafico do ensaio de MTT das células HEK293T em 24
horas de contato com a amostra AUNPS@CMC-77 e na figura 5.39 com 24 horas de
contato com a amostra AUNPs@CMC-122. Observa-se que os valores apresentados nos
controles referéncia foram similares ao controle negativo e que o controle positivo
sempre esteve abaixo de 50%. As células HEK293T em contato por 24 horas com as
amostras 77_Au 5, 77 _Au_ 10, 77_Au_15, 77 Pura, 122 Au_10 e 122 Pura néo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Os conjugados
77_Au_20, 77_Au_25, 77_15 C, 122 _Au_5, 122 Au_15, 122 Au_20, 122 Au_25 e
122 15 C apresentaram diminuicdo da viabilidade de 14,70 + 3,50; 19,70 + 4,90; 20,90
+ 3,70; 11,50 + 6,40; 12,50 + 4,50; 21,70 £ 5,50; 27,20 + 4,20 e 24,70 £ 3,20%
respectivamente em relagdo ao grupo controle sem tratamento. Entretanto,
considerando-se que mesmo a amostra de maior concentracdo apresentou viabilidade
celular de cerca de 80%, foi avaliado que as amostras apresentaram baixa citotoxicidade

em meio bioldgico.
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Figura 5.38 - Grafico MTT ap6s 24 horas de tratamento da amostra AUNPs@CMC-77
em contato com as células HEK293T.
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Figura 5.39 - Grafico MTT ap0s 24 horas de tratamento da amostra AUNPS@CMC-122
em contato com as células HEK293 T.

A figura 5.40 demonstra a morfologia das células HEK 293T ap6s o contato de 24
horas com o0s conjugados desenvolvidos. Observa-se na condicdo controle sem
tratamento que as células apresentam confluéncia de 100%, tipicas de células HEK293
T; células arredondadas e aderidas. As células HEK293 T tratadas com os conjugados
77_Au_5, 77_Au_10, 77_Au_15, 77_Au_20, 77_Au_25, 77_15c, 77_pura, 122_Au_5,
122 Au_10, 122 Au_15, 122 Au_20, 122 Au_25, 122 15c e 122 pura apresentam
confluéncias de 98, 90, 90, 75, 75, 70, 99, 95, 100, 100, 90, 90, 70 e 100%
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Como observado apenas as amostras de
maior concentracdo apresentam os menores valores de confluéncia, contudo, mesmo
essas amostras apresentam valores considerados bons (75 para a amostras CMC-77-
AUNP e 90 para a amostras AUNPs@CMC-122).
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Figura 5.40 - Imagens de microscopia de células HEK 293 T. (a) sem tratamento
(condicdo controle) e ap6s 6 horas de tratamento com amostras de conjugados (b)
AUNPS@CMC-77 25 ug/mL.

A Figura 5.41 apresenta o grafico do ensaio de MTT das células U87 em 24 horas
de contato com a amostra AUNPs@CMC-77 e na figura 5.42 com 24 horas de contato
com a amostra AUNPs@CMC-122. Observa-se que os Vvalores apresentados nos
controles referéncia foram similares ao controle negativo e que o controle positivo
sempre esteve abaixo de 50%. As células u87 em contato por 24 horas com as amostras
77_Au_b, 77 _Au_10, 77_Au_15, 77_Au_25, 77 _Pura e 122 Pura ndo apresentaram
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle. Os conjugados 77_Au_20,
77_15_C, 122_Au_5, 122 _Au_10, 122_Au_15, 122_Au_20, 122 Au_25 e 122 15 C
apresentaram diminuicdo da viabilidade de 18,40 * 4,20; 23,70 £+ 9,30; 18,90 + 7,70;
22,50 + 11,30; 20,80 + 4,50; 2,70 + 5,50; 19,20 + 8,00; 22,0 + 3,20 e 32,80 * 2,00%
respectivamente, em relacdo ao grupo controle sem tratamento. Entretanto, nenhuma

amostra causou toxicidade nas células de glioma.
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Figura 5.41 - Gréfico MTT ap0s 24 horas de tratamento da amostra AUNPS@CMC-77

em contato com as células U87.
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Figura 5.42 - Grafico MTT ap0s 24 horas de tratamento da amostra AUNPS@CMC-122
em contato com as células U87.
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A figura 5.43 apresenta as microfotografias das células U87, ap6s o contato por
24 h com conjugados desenvolvidos. Observa-se que na condicdo controle sem
tratamento as células apresentaram confluéncia de aproximadamente 70% e
caracteristicas de células de glioblastoma, ou seja, a presenca de astrocitos em graus
variados de diferenciacdo de tamanhos e formas (atipias celulares). As células U87
tratadas com as amostras 77_Au_5, 77_Au_10, 77_Au_15, 77_Au_20, 77_Au_25,
77 pura, 122_Au_5, 122 Au_10, 122_Au_15, 122 Au 20, 122 Au_25, 122 15c e
122 pura apresentam confluéncias e caracteristicas semelhantes ao grupo controle.

Figura 5.43 - Imagens de microscopia de células U87. (a) sem tratamento (condigdo
controle) e ap6s 24 horas de tratamento com amostras de conjugados (b)
AUNPs@CMC-122 - 25ug/mL.
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5.3 - Desenvolvimento de um nano biossensor para HIV-1

AUNPs sdo caracterizadas pelo seu forte espalhamento de luz, dependente do
didametro e ressonante com comprimento de onda de excitacdo. A agregacdo de varias
AuUNPs em dispersdo coloidal, modifica a dindmica do movimento browniano, e
consequentemente, o Hp, amplificando assim o espalhamento de luz pela solugéo.

A sintese de AuNPs utilizando CMC como agente de redugdo e estabilizacdo, tem
a vantagem de apresentar os grupos funcionais (COO") do polimero em sua superficie.
Essa caracteristica torna as AUNPs@CMC potencialmente funcionalizaveis, na medida
em que é possivel a ligacdo quimica de outras moléculas em sua superficie. Neste
estudo, essa caracteristica foi aplicada para o desenvolvimento de um nano biossensor,
projetado e desenvolvido com base no conceito de um ensaio inovador referido neste
trabalho como Light Scattering Immunoassay (LIA). Este método de deteccdo foi usado
pela primeira vez para a deteccdo in vitro de anticorpo monoclonal do HIV tipo 1,
usando o método de espalhamento dindmico de luz (DLS) como sonda. Essencialmente,
a conveniéncia da técnica DLS reside em sua capacidade de distinguir nanoparticulas
individuais, nanoconjugados, dimers, oligbmeros ou agregados em suspensdes coloidais
por causa de suas diferencas de tamanho, que é comumente referida como o "diametro
hidrodinamico" (Hp) %182 A interacdo entre nanoparticulas devido a ligacbes entre
antigenos e anticorpos altera o Hp, sendo detectado pelo espalhamento de luz em

dispersdo coloidal.

5.3.1 Funcionalizacdo da CMC com PolyArginina (PolyArg)

Para aplicacdo das AUNPs@CMC produzidas como nano biossensor pela técnica
de LIA, foi necessario a inducdo de ligacdo de duas ou mais AUNPs@CMC, de forma
que alteracdes em seu Hp sejam perceptiveis pelo espalhamento de luz. Para isso,
desenvolvemos um sistema complementar ao sistema AuNPs@CMC, pela introdugéo
de grupos quimicos com carga positiva na cadeia polimérica da CMC, tornando possivel
assim, a ligacdo de biomoléculas complementares as ligadas ao sistema AUNPs@CMC.
Como molécula complementar, escolhemos o aminoacido arginina (através do
polipeptidio poliarginina), devido a presenca de grupos quimicos NH e NHs, adequados

a ligacdo com anticorpos.
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Neste estudo, as cadeias poliméricas de CMC foram covalentemente modificadas,
pela introducdo de aminoacidos arginina, através da mediacdo de EDS/NHS como
descrito na sessdo 4.2.2 de materiais e métodos, formando o polimero nomeado de
CMC_PolyArg, como ilustrado na Figura 5.44, sendo, (a) estrutura quimica da CMC;
(b) polimerizacdo de L-Arginina na presenca de EDC (polipeptidio, PolyArg) e (c)
funcionalizacdo da CMC com PolyArginina (PolyArg) na presenca de EDC
(polipeptidio, PolyArg).
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Figura 5.44 - (a) Estrutura quimica da CMC; (b) Polimerizacdo de L-Arginina na presenca de
EDC (polipeptidio, PolyArg) e (c) Funcionalizagdo da CMC com PolyArginina (PolyArg) na
presenca de EDC (polipeptidio, PolyArg) (x = anel anidroglucose substituido com carboximetil,
y = anel anidroglucose ndo substituido; w = PolyArg anel anidroglucose substituido com

carboximetil; v = x-w); n== 8, niumero de unidade de repeticdo de L-arginina em PolyArg).
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5.3.2 Sintese de AuNPs- CMC_PolyArg

Antes da sintese, 0 biopolimero (CMC) e a conjugacdo da CMC com poliarginina
(CMC_PolyArg) foram caracterizados por espectroscopia FTIR, para comprovar a
ligacdo da poliarginina nas cadeias poliméricas da CMC. Foram identificados os
principais grupos funcionais da CMC e da poliarginina, com a conjugacao
predominantemente covalente, sendo observada através das bandas de amido, como

apresentado na figura 5.45.
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Figura 5.45 - Espectros de FTIR de (a) CMC e (b) CMC_PolyArg.
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A poliarginina usada como molécula de ligacéo para a constru¢do dos conjugados,
consiste em uma sequéncia de residuos de arginina ligados por ligacbes amida, entre 0s
grupos amina e carboxila, atraves da mediacdo do reticulador EDC de comprimento
zero. Os espectros de FTIR indicaram a ocorréncia da funcionalizagio de cadeias CMC
com moléculas de poliarginina, principalmente por alteracdes nas bandas relacionadas a
L-arginina (unidades moleculares) e formacao de ligacGes amidas, tipicamente variando
de 1500cm™ a 1700cm™. Além disso, com base na formagéo de anidrido, em 1770cm™,
0S espectros evidenciaram que a conjugacdo ocorreu devido a reacdo entre aminas e

acidos carboxilicos na presenca de EDC (162,

5.3.3 Sintese de AUNPs@CMC-PolyArg

O polimero CMC-PolyArg (CMC maodificado por poliarginina) foi utilizado para
sintese de AuNPs, atuando tanto como agente redutor, ou seja, reduzindo os fons Au®*
para Au’, quanto como agente de estabilizacdo da dispersdo coloidal, em pH neutro
(pH=7,2 £0,1). Os grupos hidroxila dos polissacarideos, como na CMC, desempenham
um papel fundamental no mecanismo de reducdo de AuNPs e sua estabilizagdo. A
mudanga na estrutura da CMC, com a adigdo de grupos amina tem assim influéncia na

nucleacdo e crescimento das AUNPs@CMC-PolyArg.

5.3.4 Caracterizacao das solugdes de AUNPs@CMC e AUNPs@CMC-PolyArg

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para monitorar a formacéo e estabilizacéo
das AuNPs em dispersdo coloidal, sendo os resultados apresentados na figura 5.46.
Apbs a estabilizacdo (~ 4h), os picos com absorcdo maxima em aproximadamente
A=521nm sdo claramente observados, com espectros similares para as amostras de
AUNPs@CMC (a) e para as amostras de AuNPs@CMC_PolyArg (b) (figura 5.46).
Estes picos com intensa absor¢cdo nos espectros UV-Vis sdo devido as oscilacbes
coletivas dos elétrons de conducdo na superficie das AuNPs, conhecido como LSPR. Os
resultados evidenciam que a disperséao coloidal de AUNPs@CMC apresenta um FWHM
relativamente estreito (49nm) em comparagdo com AuUNPs sintetizado com
CMC_PolyArg (55nm), o que indicou uma distribuicdo de tamanho de AuNPs mais

monodispersa nas amostras sintetizadas com CMC (8318 |sso pode ser atribuido a
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adicdo de arginina nas cadeias poliméricas da CMC, que inseriu grupos amino com
cadeia lateral para o sistema, levando a formagdo de macromoléculas de peptideos de
polimero (ou seja, CMC-PolyArg). Essa funcionalizacdo da CMC alterou o equilibrio
das cargas e as interacGes gerais entre 0s grupos funcionais quimicos (por exemplo, OH,
COO'NH2) com ions de ouro na solucdo, o que afetou significativamente a reacdo
quimica e estabilizacdo durante a sintese das AuNPs em dispersdo coloidal. Esse
mecanismo esta de acordo com o modelo apresentado na Fig. 5.37, levando em
consideracdo a quantidade de grupos -OH, e a interacdo eletrostatica das cargas
positivas e negativas nas cadeias poliméricas. Essa configuragdo favorece a menor
repulsdo entre as cadeias e, consequentemente, maior proximidade com os ndcleos de
ouro, limitando assim o tamanho das AUNPs@CMC_PolyArg, conforme comprovado

por imagens de MET (Figura 5.47).
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Figura 5.46 - (A) Representacdo esquemaética da sintese de AuNPs com CMC (I) e
CMC _PolyArg (I); (x = anel anidroglucose substituido com carboximetil, y = anel

anhidroglice ndo substituido; w = PolyArg anel anidroglucose substituido com

carboximetil; v = x-w). (B) Espectros de UV-Vis para coloides de AuNPs sintetizado
com (a) CMC (linha vermelha) e (b) CMC_PolyArg (linha preta). Insercdo: Imagem
digital das dispersdes coloidais AUNPs@CMC (direita, a) e AUNPs@CMC_PolyArg
(esquerda, b).
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5.3.5 Andlises morfoldgicas e de composi¢do quimica

As caracteristicas morfologicas e de composicdo quimica das
AUNPs@CMC_PolyArg foram analisadas, pois desempenham um papel critico nas
propriedades gerais dos sistemas, incluindo absorcdo Optica, espalhamento de luz, e
nano toxicidade. Imagens de MET, histograma da distribuicdo de tamanhos, espectro
EDX e padroes de difracdo SAED sdo apresentados na Figura 5.47 para
AUNPs@CMC_PolyArg.

Como tendéncia geral, pode-se afirmar com base nas imagens MET que AuNPs
foram efetivamente sintetizadas pela reducdo quimica in situ direta de Au®* usando
CMC modificada com poliarginina (CMC_PolyArg), que atuou simultaneamente como
agente de reducdo e de estabilizacdo, apresentando morfologia esférica, com um
diametro médio de 12nm e uma distribuicdo larga quando comparado a AUNPs@CMC.
Esses resultados indicam que as moléculas de poliarginina adicionadas nas cadeias
poliméricas de CMC afetou a nucleacéo e a cinética de crescimento das AuUNPS no meio
aquoso, em comparacdo com o sistema AUNPs@CMC, possivelmente devido a
combinacdo de interacfes quimicas e eletrostaticas dos grupos de amino e carboxilatos
com os fons Au®* durante o processo de reducéo/estabilizacio.

Os resultados de MET estédo de acordo com os resultados de UV-Vis discutidos
nas secdes precedentes. O espectro EDS é mostrado na Figura 5.47, onde 0s picos em
2,1keV, 9,7keV e 11,4keV correspondem as energias de transicdo vinculadas a AuM,,
Aul, e AuLg, respectivamente, confirmando a formacédo de AuNPs. Além disso, 0
padrdo de difracdo de elétrons com os anéis de difracdo concéntrica SAED demonstram
a formacdo de AuNPs cristalinas. Os raios dos anéis correspondem as distancias
interplanares de d=2,35A, d=2,03A, d=1,44A e d=1,23A, que foram indexados como
(111), (200), (220) e (311), planos de ouro metéalico com estrutura cubica de face
centrada (cfc) (JCPDS 04-0784).
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Figura 5.47 - Caracterizacdo morfoldgica, estrutural e quimica de
AUNPs@CMC_PolyArg: (a) imagens MET e histograma da distribuicdo de tamanho.
(b) espectro EDS e (c) padrdo SAED.

5.3.6 Anédlises de carga superficial

Os resultados de ZP apresentados na Figura 5.48, indicam a formac&o de AuNPs
carregadas negativamente devido a estabilizagdo pela CMC e pela CMC_PolyArg em
pH=(7,2+0,2), com valores médios de —(60+3)mV e —(19+3)mV, respectivamente,
demonstrando que as AuNPs foram formadas e predominantemente estabilizadas pelos
grupos carboxilatos de CMC por repulsdo eletrostatica (8718) O maior valor

encontrado nas amostras AUNPs@CMC é associado a maior quantidade de grupos
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carboxilatos (espécies anibnicas) na cadeia polimérica em comparagdo com
CMC _PolyArg, que foram produzidos pela conjugacdo covalente de grupos
carboxilicos (CMC) com grupos de amino (poliarginina). Portanto, a adicdo de
poliarginina ao polimero CMC, néo so reduziu a quantidade total de espécies carregadas
negativamente (R-COO") da macromolécula CMC, mas também acrescentou grupos
amino positivamente carregados, que representaram a reducéo significativa dos valores
de ZP (67%). Essas mudancas significativas no equilibrio de cargas dos sistemas
macromoleculares (polimero-polipeptidio) afetaram o tamanho meédio dos AUNPs
formados, conforme verificado pelas imagens de MET.

As AuUNPs@CMC_PolyArg foram ainda caracterizadas por espalhamento
dindmico de luz (DLS); os Hp das amostras de AuNPs@CMC_PolyArg foram
avaliados para acessar o tamanho dos nano coloides em meio aquoso e no pH
fisioldgico (7,2+0,2). Os valores de Hp dos AuNPs foram significativamente afetados
pelos ligantes, onde a disperséo coloidal de AuUNPs@CMC apresentou um tamanho
médio de (78+3)nm em comparacdo com (32+3)nm para a dispersdo coloidal de
AUNPs@CMC_PolyArg. Como observado nos resultados de ZP (Figura 5.48), a adicéo
de poliarginina nas cadeias de CMC, causou a reducdo da repulsdo de grupos
carboxilatos carregados negativamente, levando a uma contragdo significativa da
estrutura supramolecular composta pelo ligante em torno do nucleo inorganico de
AUNPs.
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Figura 5.48 - Resultados de DLS e ZP: (a) Representacdo esquemética das
nanoestruturas de casca de nacleo de AuUNPS@CMC (esquerda) e
AUNPs@CMC_PolyArg (direita). (b) Medidas de ZP de conjugados AuNPs@CMC,
antes e depois da adi¢do de poliarginina para a cadeia polimérica da CMC (barra de
erro: desvio padrdo, n=10).
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5.3.7 Caracterizagao bioldgica - Ensaios de viabilidade celular

A citocompatibilidade das amostras de AUNPs@CMC foram avaliadas por ensaio
MTT in vitro usando linhas celulares HEK 293T e U87 MG, que correspondem a
células normais e cancerosas, respectivamente. Esses ensaios sdao fundamentalmente
importantes para as aplicagOes propostas neste trabalho, uma vez que a aplicacdo dos
nanomateriais desenvolvidos em meio biolégico, mesmo in vitro, requerem ampla
regulacdo e comprovagdo de sua seguranca.

Os resultados da viabilidade celular apresentados na figura 5.49, demonstraram
que as AUNPs@CMC, ndo apresentam diferencas significativas entre as linhas celulares
(dentro da variacdo estatistica), em concentracdes de 1,25/2,50/3,75/5,00/6,25 e
12,50pg.mLt. Mesmo com a maior concentragdo de 12,50pg.mL?, nenhuma toxicidade
foi verificada, com respostas de viabilidade celular acima de 70%. A reducdo da
viabilidade celular em torno de 30% é considerada como material ndo citotoxico de
acordo com a norma internacional (1ISO 10933-5, Avaliacdo Bioldgica de dispositivos
médicos). O IC50 foi determinado a partir das curvas de resposta a concentracdo e 0s
valores das células normais e cancerosas foram de (27,6+6,0) e (32,1+6,0)ug.mL™,
respectivamente, indicando nenhuma diferenca estatistica significativa em relacdo aos
tipos celulares testados. Portanto, esses resultados provaram que 0S nanoconjugados
AUNPs@CMC foram sintetizados estritamente por um processo aquoso ndo toxico,

sendo adequados para potenciais aplicacfes biomédicas.
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5.3.8 Projeto e construgdo de um nano biossensor para HIV-1

Para o desenvolvimento do nano biossensor utilizando AuNPs@CMC e
AUNPs@CMC_PolyArg, elaboramos o design apresentado nas figuras 5.50 e 5.51. Na
metodologia proposta, foram desenvolvidas duas dispersdes coloidais independentes, a
saber, nano coloides AUNPs@CMC, covalentemente conjugados com o receptor de
glicoproteina gp4l (antigeno) (Figura 5.50(A), AUNPs@CMC-gp41) e uma segunda
solucdo de nano coloides AuNPs@CMC_PolyArg, covalentemente conjugados ao
anticorpo monoclonal HIV-1 (Figura 5.50(B), AuUNPs@CMC_PolyArg-abHIV). As
dispersdes coloidais foram entdo misturadas e a ligacéo especifica da glicoproteina gp41
(antigeno) com o anticorpo monoclonal HIV-1, atua formando ligacbes entre as
AUNPs@CMC e as AUNPs@CMC _PolyArg, que sdo perceptiveis pela técnica de DLS,
pelo significativo aumento do Hp e do espalhamento de luz, como ilustrado na figura
5.51.
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Figura 5,50 - (a) Funcionalizagio da CMC com a glicoproteina gp4l e (b)
Funcionalizacdo da CMC_PolyArg com o anticorpo abHIV, respectivamente, na
presenca do EDC/NHS.
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Figura 551 - llustracdo da metodologia proposta para o desenvolvimento do
nanobiosensors utilizando AuNPs@CMC e AuNPs@CMC _PolyArg. As duas
dispersdes coloidais independentes, AUNPS@CMC-gp4l e AuNPs@CMC_PolyArg-
abHIV, sdo misturadas, e a ligacdo especifica da glicoproteina gp41 (antigeno) com o
anticorpo monoclonal HIV-1, atua formando ligacbes entre as AuNPs@CMC e
AUuNPs@CMC_PolyArg que sdo perceptiveis pela técnica de DLS pelo significativo

aumento do Hp e do espalhamento de luz.
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5.3.9. Caracterizacdo dos nanoconjugados por FTIR

A formacdo de ligagdes covalentes entre as moléculas biologicas (ou seja,
antigeno e anticorpos) e AUNPs@CMC e AuNPs@CMC-PolyArg, foi confirmada por
espectroscopia FTIR, sendo os resultados apresentado na figura 5.52 (8%-19)  Apgs a
bioconjugacdo do receptor de glicoproteina gp4l nas AUNPs@CMC (Figura 5.52(A)) e
do anticorpo abHIV para nanoparticulas de AUNPs@CMC-PolyArg (Figura 5.52(B)),
alteracdes na estrutura macromolecular do polimero de CMC foram observadas. Apds a
reacdo mediada por EDC-NHS, os espectros de FTIR dos bioconjugados (Figuras 5.52
(b, d)), mostraram diminuicdo significativa das bandas vibracionais de carboxilatos em
1590, 1415 e 1325cm™. Além disso, as bandas de amida (1660, 1540 e 1230cm™)
apareceram (AuNPs@CMC-gp41) ou aumentaram (AuNPs@CMC_PolyArg-abHIV)
nos espectros, devido ao acoplamento covalente dos grupos carboxilicos do anticorpo
AUNPs@CMC ou abHIV aos grupos amina disponiveis presentes no peptideo gp41 ou
AUNPs@CMC_PolyArg.

Ao calcular a razdo da absorbancia da banda de carboxilatos em 1590cm™
(A1590) e a banda de referéncia da ligagdo glicosideo em 897cm™ (A897), figura
5.52(B), foi possivel avaliar o consumo relativo de grupos carboxilatos das
AUNPs@CMC devido a reacdo mediada por carbodiimida (razdo = A1590/A897). Além
disso, a proporcdo da banda amida Il e da banda de referéncia (A1540/A897) aumentou
como resultado da incorporacdo do receptor da glicoproteina (gp41) e da formacéo de
novas ligagcdes amida entre a proteina e o polimero CMC (Figura 5.52).
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Figura 5.52 - (A) Espectros de FTIR de nanoconjugados baseados em AuNPs@CMC antes e
depois da ligacdo covalente com antigeno (gp41) ou anticorpo (abHIV): (@) AUNPs@CMC; (b)
AUNPs@CMC-gp41; (c) AuUNPs@CMC_PolyArg; e (d) AUNPs@CMC_PolyArg-abHIV. (B)
Evolucéo das bandas vibracionais de (d) carboxilatos (COO") e (e) Amida Il a 1590 cm™ e 1540
cm, respectivamente, associadas a formacéo de ligagGes covalentes entre o polimero CMC e o

peptideo gp41 (barra de erro: DP, n = 3).
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5.3.10 Caracterizagédo dos nanoconjugados por DLS

As distribuicdes de tamanho dos nanoconjugados foram avaliadas por medidas de
DLS e os valores médios de Hp s&o apresentados na Figura 5.53. Verificou-se que 0s
nanoconjugados AUNPs@CMC e AuNPs@CMC_PolyArg, utilizados como referéncias,
apresentam valores Hp de (20 + 2)nm e (22 + 2)nm, respectivamente. Esses valores séo
consistentes com as medidas de ZP e DLS apresentados no capitulo 5.1, pois as
solucgdes foram dispersas em meio tampao MES com pH=5,5+0,2) antes da conjugacao
com gp4l e abHIV, causando a protonagdo de carboxilatos (RCOO™ — RCOOH).
Portanto, a diminuicdo da repulsdo de grupos carregados negativamente levou a
contracdo dos valores Hp em comparagdo com os valores anteriores observados em
pH=(7,2+0,2). Além disso, apds a conjugacdo covalente com a glicoproteina gp41l
(AUNPs@CMC-gp41, figura 5.53(A)) ou anticorpo HIV1 (AuNPs@CMC_PolyArg-
abHIV, figura 5.53(B)), os valores Hp foram (25 £ 2)nm e (47 + 4)nm, respectivamente.
Como esperado, os valores de Hp para os conjugados de AuNPs@CMC e de
AUNPs@CMC_PolyArg sao relativamente menores do que os valores de Hp medidos
para ambos 0s conjugados com o antigeno ou o anticorpo ligado as estruturas
macromoleculares. Esses resultados podem ser atribuidos ao "volume excluido"
relativamente maior dos imunoconjugados biopolimero-polipeptidios (CMC-antigeno
ou anticorpo-CMC_PolyArg) em compara¢do com o polimero puro, formando uma

casca em torno do nucleo.
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Figura 5.53 - Distribui¢des de Hp de nanoconjugados baseados em AuNPs@CMC antes
e depois da ligacdo covalente com antigeno (gp4l) ou anticorpo (abHIV): (a)
AUNPs@CMC; (b) AuNPs@CMC-gp4l; (c) AuNPs@CMC_PolyArg; e (d)
AUNPs@CMC_PolyArg-abHIV.
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O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) das AUNPs@CMC
foram calculados usando a técnica DLS para avaliar a sensibilidade potencial do
imunoensaio, que é proposto neste estudo. As curvas de intensidade de espalhamento de
luz e os resultados do limite de deteccdo sdo mostrados na Figura 5.54(A) e na Tabela
5.4, respectivamente. Os resultados indicaram uma correlagdo de regresséo linear bem
ajustada para a concentracdo dentro da faixa de 1-180pM de ambos o0s conjugados
(AUNPs@CMC e AuNPs@CMC_PolyArg), o que é consistente com a literatura para
sistemas similares %119 Esses resultados corroboraram que o DLS é uma ferramenta
bioanalitica adequada para o desenvolvimento dos imunoensaios envolvendo a
formacdo de complexos de anticorpos antigenos em meio aquoso coloidal.

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdio (LOQ) das
AUNPs@CMC_PolyArg estabilizados com polimeros sintetizados foram calculados por
DLS para avaliar a sensibilidade potencial do imunoensaio proposto neste estudo. As
curvas de intensidade de espalhamento do DLS e os resultados do limite de detecgédo
sdo mostrados Figura 5.54(B) e na Tabela 5.4, respectivamente. Semelhante ao relatado
na literatura, houve uma relacdo linear entre a intensidade de espalhamento de luz pela
solucdo e a concentracdo de nanoparticulas. O LOD e LOQ calculados a partir da curva
de ajuste linear estavam na faixa de 1,2 pM até 4,1pM e 3,7pM até 12,4pM,
respectivamente. Esses valores sdo maiores que os resultados medidos para AuNPs de
40 nm relatados por Liu et al %2, o que era esperado com base na seco transversal de
luz relativamente menor das nanoparticulas de ouro deste estudo (12-20nm).
Consequentemente, 0s AUNPS@CMC com didmetro médio de 12 nm apresentaram 0s
maiores valores de LOD e LOQ. Para o imunoensaio, como a aglutinacdo dos
nanoconjugados de AUNPs@CMC causada pela afinidade antigeno-anticorpo, a secao
transversal da solucdo da luz dos dimeros sera maior que 0s imunoconjugados
individuais (ou seja, desacoplados), reduzindo os valores LOD de LOQ e, melhorando,

portanto, a sensibilidade do imunoensaio.
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Figura 5.54 - Intensidade de espalhamento de luz pela disperséo coloidal de (A)
AUNPs@CMC e (B) AuNPs@CMC_PolyArg em diferentes concentracbes e 3
condicdes de pH &cido, neutro e alcalino: (a) pH (5,0 £ 0,1), (b) pH (7,0 £ 0,1) e (c) pH
(10,0 = 0,1) conforme determinado a partir das medi¢Ges DLS (barra de erro: desvio

padréo,n=3).
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Tabela 5.4 - Dados lineares de regresséo e valores de LOD e LOQ para intensidade de

espalhamento de luz em funcéo da concentracdo de AuNPs estabilizadas com polimero

em 3 condicgdes de pH.

Tabela 5.4 — Sensibilidade para medidas de espalhamento de luz em coloides de

AUNPS@CMC
AuNPs@CMC AUNPs@CMC_PolyArg
y=13.43462+1.73199x y=9.08305+0.91865x
_ » R? = 0.99687 R = 0.99628
PH =5,0+0,1 (acido) LOD = 4,1 pM LOD =2,1 pM
LOQ = 12,4 pM LOQ = 6,4 pM
y=4.39542+1.78714x y=8.88818+2.94909x
R? = 0.99975 R? = 0.98204
= +
PH =7,0£0,1 (neutro) LOD = 3,1 pM LOD = 1,2 pM
LOQ = 9,3 pM LOQ =3,7 pM
y=4.82014+1.08531x y=9.10874+1.13636x
. R? = 0.99918 R? = 0.99080
pH = 10,0+0,1 (alcalino) LOD = 2,4 pM LOD =17 pM
LOQ =7,1pM LOQ =5,3 pM
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5.3.11. Nanobiosensor for HIV-1 baseado em espalhamento dindmico de luz (LI1A)

Combinando as propriedades de forte intensidade de espalhamento de luz pela
solucdo de AUNPs@CMC, com a capacidade de medida de tamanho por DLS, uma
técnica de biodeteccdo nomeada de LIA foi desenvolvida. Considerando o uso de
espalhamento de luz pela dispersdo coloidal de AUNPs@CMC desenvolvemos um
nanoimmunosensor ativo para a detecgdo de anticorpos de HIV-1, sendo os resultados
observados na figura 5.55. Neste design, quando as solu¢bes de AUNPs@CMC-gp4l
(antigeno) e AuNPs@CMC_PolyArg-abHIV (anticorpos HIV-1) foram misturadas,
verificou-se um aumento notavel do valor Hp para aproximadamente 131+10 nm. Este
aumento no valor de Hp, detectado por DLS, foi causado pela formagdo de agregados
com ambos os imunoconjugados em meio coloidal aquoso, devido a afinidade muito
alta entre moléculas do anticorpo e do antigeno. Além disso, a sensibilidade do
imunoensaio foi determinada como tipicamente na faixa entre 5-10nM de antigeno ou
anticorpo no  meio. Assim, 0s imunoconjugados AuNPs@CMC-gp4l e
AUNPs@CMC_PolyArg-abHIV foram acoplados, através da formacéo de agregados de
AuUNPs induzida pela ligacdo especifica entre antigenos e anticorpos, que foram
efetivamente detectados pelas medidas de espalhamento de luz. Para investigar a
possivel interferéncia de outras proteinas comumente presentes no soro sanguineo na
resposta do nano sensor LIA, uma solucdo de BSA (como proteina globular modelo) foi
adicionada a disperséao coloidal e os resultados sdo apresentados na Figura 5.55 (inset).
A mesma tendéncia foi verificada para ambos os sistemas, antes e depois de adicionar
BSA ao ensaio LIA, que provou a alta afinidade, sensibilidade e especificidade de
ligagdo dos imunoconjugados AUNPs@CMC detectados até o nivel nanomolar, mesmo
na presenca de outras proteinas interferentes (BSA) no meio. Note-se que, para
aplicacdes clinicas prospectivas, de forma semelhante a muitos protocolos imunolégicos
atuais, essa estratégia requer a extracdo e purificagdo previas do anticorpo do soro
sanguineo do paciente a serem conjugados com AuNPs para realizar o ensaio LIA.

Além disso, as curvas normalizadas de correlagdo mostradas na Figura 5.55B
confirmam o comportamento desses nanoconjugados na solugdo. Essencialmente, a
flutuacdo da intensidade em funcdo do tempo através da funcdo de correlacdo que
depende do tamanho, massa e inércia hidrodindmica das nanoparticulas em solucdes

aquosas coloidais %), Assim, a variacdo observada para valores mais elevados do

115



tempo (t), demonstrou inequivocamente as interacdes efetivas entre AUNPS@CMC-
gp4l (Figura 5.55(A) e AuNPs@CMC_PolyArg-abHIV  (Figura 5.55(B)) causada
pelo aumento da inércia dos sistemas acoplados a anticorpos (resposta LIA positiva,
Figura 5.55).

Para confirmar a especificidade do nano biossensor desenvolvido, dispersdes
coloidais do conjugado AuUNPs@CMC-gp41 e da amostra de AUNPs@CMC_PolyArg
sem conjugacdo de anticorpos (sem abHIV) foram misturadas. Neste ensaio, ndo foi
observada nenhuma variagéo relevante do valor Hp. Isso revelou a falta de interagdes de
afinidade devido a auséncia de anticorpos para o bioreconhecimento do receptor gp4l

(teste negativo, Figura 5.55(B)).

116



AuNPs-CMC_PolyArg-AbHIV Ho=131 nm

(A) Hp=47 nm - Sso

Distribuicdo ponderada por nimero (%)

AuNPs-CMC-gp41 "~ ~=----~

Hpo=25 nm
120 —&—no BSA
—e— with BSA
100
100 moA o I ET
= me o A " 60-
/ \ \ /
;oY st w
80 [ ] a o A
[ AL 2
n on oA T T T
NG o A\ \| i\
60 4 ./ ./ \. \./ w\\‘?*'o @ c:“\,ﬁx,\*@*y . o\\,pxg*‘“\'\ e
@ ) USRS NURU
[ ) m Ao

el
. \

Diameter (nm)

C(v) (Normalizado)

Figura 5.55 - (A) Distribuicdo de tamanho hidrodindmico de imunoconjugadas e (B)
curvas de correlagéo normalizadas: @) AUuNPs@CMC-gp41; (b)
AUNPs@CMC_PolyArg-abHIV; (c) Ensaio LIA; (d) teste negativo: mistura de
dispersdes coloidais de AUNPS@CMC-gp4l e AUNPs@CMC_PolyAr sem conjugacgéo

de anticorpos (sem bHIV) (apenas apresentada em (B)).
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5.3.12 Teste ELISA para valida¢do do nanobiossensor LI1A

A viabilidade do uso da técnica de DLS para servir como um método de
biosensoramento facil (LIA), usando nanoconjugados de biopolimeros AuNPs
biologicamente funcionalizados, foi validada para a deteccdo de concentragOes
significativamente reduzidas de antigenos gp41 (1-10nM) relacionados a infec¢des por
HIV-1. Os resultados de deteccdo por DLS para a deteccdo da infeccdo do HIV1 foram
validados com base no ensaio imunoenzimatico (ELISA) ®®D conforme ilustrado na
Figura 5.56. Neste ensaio os imunoconjugados AuNPs@CMC-gp4l foram testados
quanto a efetividade de deteccdo de ligacdes do tipo antigeno-anticorpo e provou que o
novo imunoconjugado projetado, efetivamente retinha seus sitios ativos apds
conjugacdo quimica com o biopolimero, mantendo a especificidade necessaria para o

processo de reconhecimento biol6gico.

(a) AuNPs-CMC-gp41 (b)
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Figura 5.56 - Ensaio de ELISA. (a) Fotografia digital de parte da placa ELISA de 96
pocgos usada nos experimentos. 12 fila: pogos sensibilizados com AuNPs-gp41 e testado
com anticorpo monoclonal anti-HIV1 em duas concentragbes de 1:1500 e 1:3000
(anticorpo: tampéo, v/v) de anticorpo secundario. 22 fila: pogos sensibilizados com a
proteina gp4l e testado com anticorpo monoclonal anti-HIV1 como um controle
positivo a uma concentracdo de 1:1500 e com tampéo de carbonato/bicarbonato como

controle. (b) Medidas de absor¢ao em A=450nm (barra de erro: desvio padrdo, n=3).
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Além das respostas qualitativas e semiquantitativas apresentadas, foram
realizados ensaios adicionais para investigar a aplicacdo potencial deste sistema como
uma nano plataforma inovadora de biossensoriamento, com base na formacdo de
agregados detectada por DLS em suspensdes coloidais, onde diferentes concentragdes
de anticorpo e antigeno foram testadas usando o método LIA. No entanto, devido aos
sérios riscos potenciais de biosseguranca e razdes éticas, para evitar 0 manuseio de
amostras infecciosas positivas para HIV-1 a partir de soro humano, foi projetado um
sistema equivalente para "imitar" a deteccdo de HIV-1 sendo imunoconjugados com
AUNPs@CMC. Este sistema foi baseado na alta semelhanca do virus da anemia
infecciosa dos equideos (EIAV) para a producdo do anticorpo e da glicoproteina 45
(gp45), que desempenham um papel semelhante ao da gp4l no HIV ao mediar a
infeccdo por células hospedeiras do virus %9, Portanto, o protocolo de acoplamento de
anticorpo (abEIAV) e antigeno (gp45) aos conjugados de AuUNPs@CMC foi realizado
analogamente como o procedimento de HIV-1. As concentracdes dos imunoconjugados
AUNPs@CMC foram variadas nas dispersdes coloidais para a elaboracdo de curvas de
correlacdo usando a resposta bioquimica antigeno-anticorpo detectada pelo método
analitico LIA. Os resultados das alteragdes no Hp em funcdo das concentracdes de
conjugados AuNPs@CMC-anticorpo nas suspensdes sdo apresentados na Figura 5.57.
Como pode ser observado, para concentracdes superiores a 16 pM, o Hp apresentou
valores mais altos devido a ligacdo de dois ou mais imunoconjugados através da
afinidade especifica antigeno-anticorpo, 0 que comprovou o teste positivo por LIA. Os
valores de Hp nivelaram-se e ~220nm para concentragdes superiores a 32 pM, devido a
saturacdo dos sitios de ligacdo e ao equilibrio de agrupamento na solucdo. Por outro
lado, para concentracdes inferiores a 16pM, ndo sdo observadas variagdes significativas
quando comparadas com a referéncia de conjugados desacoplados. De acordo com a
literatura %51%) a correlagdo entre a dimensdo Hp do didmetro hidrodinamico e a
concentracdo de nanoconjugados (baseados em AuNPs@CMC) adquiridos pelo método
de espalhamento de luz para biossensores usando o ensaio LIA pode ser ajustada em um

modelo logistico ndo linear de quatro parametros como mostrado na Equacéo 5.5.

Ho = [Az + (A-AQ))/[(1+(X/x)]  (Eq. 5.5)
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Onde os parametros foram determinados pelo ajuste como sendo: A=29.6+1.2,
A,=256.8+50.7, Xo= 19.746.4, p=5.3+1.4 e R?=0.989. O coeficiente de variagio (CV %
ou desvio padrdo relativo, RSD) da curva ajustada foi inferior a 10% para todas as
concentragdes testadas. Com base nesses resultados, o limite de detec¢do (LOD) foi de
16pM (correlagdo linear, R®=0,99) para 0 nanobiosensor LIA utilizando
imunoconjugados baseados em AUNPs@CMC. Esses resultados validaram o0s
imunoconjugados AUNPs@CMC desenvolvidos neste estudo como nano plataformas
viaveis para a construcdo de biossensores com base em espalhamento de luz em
agregados de antigenos para o diagndstico ou deteccdo de doencas ou disfuncdes
especificas, incluindo HIV-1 e outras doencas relacionadas ao virus. Além disso, em
vista dos resultados deste estudo, o método LIA pode ser antecipado como um
imunoensaio facil, rapido, acessivel, sensivel e confidvel para a deteccdo de
biomarcadores HIV-1, variando de nM até a faixa de concentracdo de pM, através das
interacOes de alta afinidade entre o antigeno gp41 e o anticorpo anti-HIV em meio

coloidal aquoso.

0 1 1 1 1 1
1 2 4 8 16 32 64

Logp[Concentragdo de anticorpo (pM)]

Figura 5.57 - (a) Curva de dose e resposta LIA (HD) (AuNPs@CMC_PolyArg-abEIAV
e AUNPs@CMC-pgp45); HD determinado a partir de medidas de DLS em funcéo da
concentracdo de anticorpos. (Barra de erro: SD, n=3, tracejada-linha: Referéncia Hp

conjugado desvinculado).
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5.4 - Sintese, caracterizacao e estudo das propriedades dpticas de

ZnS@CMC

O objetivo geral deste projeto de pesquisa, foi o desenvolvimento de
nanoheterojuncdes metal/semicondutor Au@ZnS, e como meio fundamental para esse
objetivo, foi sistematicamente investigado o efeito dos parametros de processamento
durante a sintese de QDts de ZnS, estabilizados pelo biopolimero CMC (ZnS@CMC).

Como um polimero aniénico de cadeia sensivel ao pH e solivel em &gua, a CMC
pode ser um excelente agente para estabilizagdo de QDts de ZnS, devido as interacfes
dos cations (Zn?*) com cargas negativas da CMC (R-COQ"), formando quelatos COO-
/Zn?* de acordo com a Eq. 5.6, e devido & estabilizacdo coloidal por impedimento
estérico e/ou repulsdo eletrostatica entre cadeias poliméricas solvatadas carregadas
negativamente no meio aquoso. A estabilidade coloidal pode ser atribuida ao
crescimento, termodindmica e cineticamente favoravel, de nanocristais de ZnS em fase
s6lida com base no baixo produto de solubilidade (Ksp = 1,0 x 102%) 9 combinado
com a resisténcia da CMC e do ZnS a degradacdo na faixa &cido-alcalina de pH
selecionada para os procedimentos experimentais (acima de 3,5 e abaixo de 10,5)

devido ao pKa.

CMC-0-CH,COO"ag) + ZN?* <> CMC-O-CH2CO0/Zn?* (Eqg. 5.6)

5.4.1 Caracterizacdo Optica de nanoconjugados ZnS@CMC

A sintese foi realizada variado a estequiometria e o pH nas condicfes de reacao.
Os resultados da espectroscopia UV-visivel (UV-vis) e espectroscopia de
fotoluminescéncia (PL) dos nanoconjugados ZnS@CMC em meio &cido (pH 3,5+0,5),
neutro (pH 7,5%£0,5) e alcalino (pH 10,5+0,5), sintetizados com trés razles
estequiométricas (Zn:S), sdo mostrados em Fig. 5.58. Como tendéncia geral, todos 0s
espectros UV-vis (Fig. 5.58 (a-c)) exibiram bandas de absor¢do bem definidas entre 270
e 330nm (4,49 a 3,76eV), deslocadas para a regido do azul nos espectros, sendo assim
um deslocamento hipsocrémico em comparagdo com o0 esperado para ZnS ‘“bulk”
(borda de absor¢do em A =343nm, 3,61eV). Essa banda € associada com a primeira

transicdo excitonica de QDts no regime de confinamento quantico %29, Os valores de
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energia de band gap (Eg) dos QDts de ZnS foram estimadas usando a "relagcdo Tauc"
%1 com os resultados apresentados na Fig. 5.59. A determinacéo da energia de band
gap confirmou que os nanocristais crescidos com mediagdo da CMC, apresentam Egq
maior do que o valor esperado para 0 ZnS “bulk” (Epuk = 3,61eV). Além disso, de
acordo com a literatura, a energia band gap de QDts é significativamente afetada pelo
tamanho dos nanocristais, o que lhes da um conjunto Gnico de propriedades
optoeletronicas dependentes do tamanho. Assim, com base na equacdo de correlacédo
semiempirica (Eq. 3.1) ?%), os didmetros (2r) dos QDts de ZnS@CMC produzidos em
pH e concentragdes distintas foram calculados com base nos valores de Eg e variaram
entre 3,3 a 4,5nm, que so inferiores ao raio de Bohr do ZnS (2rg ~ 5,5nm) %),
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Os espectros de fotoluminescéncia (PL) (Fig. 5.58 (d-f)) dos QDts de ZnS@CMC
tipicamente exibem picos maximos de emissdo predominantemente dentro da faixa de
comprimento de onda de 400 a 430nm (violeta). Também foram observados
significativos Stokes-shift (> 100nm) e largura & meia altura (FWHM) variando de 89 e
106nm. Esses resultados estdo de acordo com o comportamento tipico do ZnS, onde as
emissdes sdo predominantemente baseadas em sitios ativados por defeitos, sendo a
transicdo oOptica da banda de valéncia para banda de conducédo geralmente ausente. Isso
significa que os defeitos na estrutura (vacancias de enxofre (Vs) e metal (Vzn), e defeitos
intersticiais, Is e lz,) atuam como armadilhas eficientes para elétrons, buracos, e
portadores da carga do éxciton, conduzindo a recombinacdo radiativa em energias mais
baixas (comprimentos de onda mais elevados) do que a emissdo excitonica. De acordo
com os diagramas de niveis de energia relatados na literatura para ZnS ?%4-2%8) o Vs e
Vzn séo estados localizados mais perto da banda de conducédo, enquanto o enxofre em
sitios intersticiais (Is) e vacancias de zinco (Vzn) estdo mais perto da banda valéncia.
Nesse sentido, esperava-se criar diferentes populac6es dos tipos de defeitos (Vzn, Vs, Izn
e Is) afetados pelas mudancas de parametros de processamento na sintese e interagdes
com espécies de carboxilatos da CMC que resultaram nas curvas de emissédo largas.

Os resultados UV-Vis e PL demonstraram que os QDts de ZnS@CMC foram
efetivamente produzidos e estabilizados pelo biopolimero CMC usando um processo
coloidal aquoso a temperatura ambiente e ainda com atividade fotoluminescente.

Mais especificamente, essas propriedades Opticas foram analisadas considerando
os efeitos do pH (acido, neutro e alcalino) e a concentracdo de precursores (excesso de
cations, estequiométrico e excesso de anions) tendo em vista 0 mecanismo de formacéo
e estabilizacdo dos nanocristais associadas a quimica envolvida no processo coloidal.
Os resultados sdo resumidos na Tabela 5.5. Na figura 5.60, sdo apresentados o0s
resultados comparados de band gap e tamanhos calculados pelo Tauc, variando com o
pH e com a estequiometria.

A influéncia da relacdo de concentragdo dos precursores Zn:S durante a sintese
nas propriedades oOpticas de QDts de ZnS foi analisada considerando a dependéncia de
tamanho com a absor¢do UV-vis. Assim, no mesmo pH, no caso do excesso de ions de

zinco (Zn: S = 2:1) em solugdo, as interagdes entre as cations (Zn®*) e os grupos de
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carboxilatos da CMC favoreceram a formacdo de complexos mais estaveis do metal
com o polimero (Zn?*/RCOO").

Consequentemente, a injecdo de concentracdo relativamente menor de sulfetos
(S%) promoveu mais locais para a nucleagdo de nanocristais ZnS@CMC, sendo
consumido mais rapidamente a concentracio de S* em solucdo e restringindo o
crescimento, levando a formacdo de QDts menores. Inversamente, em concentragdes
mais elevadas de sulfetos durante a sintese (Zn:S = 1:2) a tendéncia oposta foi
observada devido & competicdo da espécie anionica (RCOO™ e S%) para interacdes com
espécies Zn?*, levando a complexos menos estaveis (Zn?*/RCOQO7) e, assim,
favorecendo o crescimento de QDts de ZnS@CMC de tamanhos maiores. Como
esperado, na proporcao estequiométrica de precursores (Zn:S = 1:1), foram produzidos

nanocristais de tamanho intermediario na disperséo coloidal.

Tabela 5.5. Resumo das propriedades de QDts de ZnS@CMC.
(ZnS “bulk” : Eg = 3.61 eV — 343 nm)

oH  Zn:S Band(ga\%) (Eg) (nanq) StOer?rsrshlﬂ PL Max (nm) PL(I;V%/;%M
1:2 3,80 + 0,05 4,31 + 0,05 106 + 2 411 +2 89 + 3
3,5 1:1 3,90 + 0,05 3,84 + 0,05 116 + 2 411 +2 96 + 3
2:1 3,93+ 0,05 3,72+ 0,05 112+ 2 407 +2 89 + 3
1:2 3,79 + 0,05 4,37 + 0,05 106 + 2 417 +2 97 £3
7,5 1:1 3,97 + 0,05 3,59 + 0,05 121+ 2 413 +2 98 + 3
2:1 4,04 + 0,05 3,39 + 0,05 121+ 2 410 +2 97 +3
1:2 3,76 £ 0,05 4,56 + 0,05 116 + 2 428 +2 105+3
105 11 3,98 + 0,05 3,56 + 0,05 131+2 423 +2 106 + 3
2:1 4,05 + 0,05 3,36 + 0,05 132 +2 421 +2 106 + 3

O efeito do pH sobre os processos de nucleagéo e crescimento para a producao de
QDts de ZnS@CMC em solugédo aquosa foi claramente observado como descrito em
Fig. 5.60, associado a energia de Band gap (Tauc, Eg) e tamanho médio estimado,
respectivamente. Como a CMC é um biopolimero sensivel ao pH (RCOO™ + H* «
COOH), a macromolécula desempenhou um papel importante na estabilizagdo dos QDts
de ZnS@CMC. Em condicdes acidas (pH = 3,5) e neutras (pH = 7,5), os valores obtidos
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de Eg foram menores (Figura 5.60A) do que condicOes alcalinas (pH = 10,5), para as
sinteses com excesso de Zn?* (2:1) e estequiométrica (1:1).

Estes resultados foram explicados com base na maioria dos grupos carboxilicos
protonados (Zn**/RCOO" «<» RCOOH) em pH baixo (pH < ou ~pKa) reduzindo a
atracdo anibnica com os cations metalicos em solugdo (excesso de Zn?*) ou com a
superficie de nanoparticulas de ZnS@CMC crescidas. A menor estabilizacdo produziu
nanoparticulas ZnS@CMC maiores. Por outro lado, em condicdes alcalinas (pH = 10,5
>> pKa ~5,0), os grupos carboxilicos da CMC estdo predominantemente desprotonados
(RCOOH — RCOQO) formando carboxilatos negativamente carregados no meio. Esses
grupos atuam como ligantes multidentados, melhorando a atracao eletrostatica com ions
Zn?* em solucdo e produzindo menores QDts de ZnS@CMC (maior Eg). No entanto,
para a sintese com excesso de S* (Zn:S = 1:2), esse efeito ndo foi claramente
evidenciado, onde praticamente nenhuma alteragéo relevante dos valores de Eg (Fig.
5.60(A)) foi observada de condicBes acidas para alcalinas, apesar das pequenas
alteracbes dos tamanhos estimados (Fig. 5.60(B)), que dependem da equacdo
semiempirica ndo linear (Eg 3.1). Esses resultados foram interpretados como o efeito do
excesso de sulfetos superando a dependéncia do pH para a nucleagdo e o crescimento
dos QDts de ZnS@CMC.

A sintese com excesso de S em solucdo, independentemente do pH, produziu
QDts de ZnS@CMC maiores (Menor Eg) em comparagdo com as outras condigoes.
Essa tendéncia foi atribuida a diferentes cinéticas termodindmicas de
nucleacdo/crescimento causadas por um equilibrio mais complexo de cargas
eletrostaticas em solucao.

Uma abordagem semelhante foi utilizada para a analise dos efeitos do pH e
concentracdo de precursores durante a sintese nos resultados de PL de QDts de
ZnS@CMC, mas considerando que as propriedades de emissdo estdo relacionadas a
mecanismos muito diferentes em comparacdo com os fendmenos de absorgdo. Assim,
todos os espectros de fotoluminescéncia dos QDts de ZnS@CMC (Fig. 5.58)
normalmente exibiam picos de emissdo maxima na faixa de comprimento de onda de
410 a 430nm com o deslocamento Stokes relacionada aos espectros de absorcdo
correspondentes (detalhes na Tabela 5.5). Observou-se claramente que, no mesmo valor

de pH, a maior concentracdo de sulfetos (Zn:S = 1:2) produziu intensidades mais
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elevadas de PL. Por outro lado, a maior concentragdo de Zn?* (Zn:S = 2:1) causou
menor intensidade de PL. Em relacdo ao pH do meio, para concentracdes especificas de
precursores, a sintese em condicdes acidas (pH = 3,5) provocou maiores intensidades de
PL em relacdo as solucbes neutras e alcalinas. Assim, os QDts de ZnS@CMC
sintetizados com uma proporcdo molar ndo estequiométrica de excesso de sulfetos (Zn:
S = 1:2) e condicdes acidas (pH = 3,5 < pKa) demonstraram a maior emissao de PL, o
que é consistente com a literatura de QDts de ZnS ©% 13115 Essa tendéncia foi
explicada pela consideracdo dos processos de nucleacdo e crescimento dos QDts de
ZnS, que foram afetados pelos parametros de sintese produzindo QDts de com
tamanhos variaveis. Como discutido anteriormente, a combinagdo de um excesso de
Zn?>* com condigbes neutras ou alcalinas durante a sintese, gerou QDts de ZnS
relativamente menores (Fig. 5.60), com maior quantidade de defeitos superficiais, que
sdo o processo fisico dominante nas propriedades de luminescéncia, criando vias ndo
radiativas que podem ser responsaveis pela dissipacdo da emissdo de luz, reduzindo a
intensidade de emissdo de PL. Por outro lado, a sintese de QDts de ZnS usando excesso
de S* em uma proporgdo molar de Zn:S = 1:2 produziu nanocristais maiores e, portanto,
reduziu o numero relativo de atomos na superficie, o que pode ter favorecido
significativamente a emissdo de PL. Além disso, a maior emissdo de PL também pode
ser atribuida ao fato de que a CMC agiu como um polimero anidnico de nivelamento,
repelindo o excesso de sulfetos nas superficies dos QDts de ZnS@CMC e reduzindo a
transferéncia de carga (através de vias ndo radiativas) do nlcleo com a casca e com a
solucdo, o que pode ter contribuido com a emissdo de PL. No entanto, é importante
destacar que estes sdo insights de uma interpretacdo preliminar dos fenémenos muito
complexos associados as interacbes de matéria-luz nesses nanohibridos baseados em
semicondutores (ZnS@CMC) gerando pares excitonicos (e/h™), que tém inimeras vias

de recombinacéo.
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As propriedades opticas dos QDts de ZnS sintetizados foram investigadas através
de mapas de 3D de excitacdo/emissao, e os resultados sdo mostrados em Fig. 5.61. Estes
resultados sdo complementares aos espectros de PL (Fig. 5.58), mostrando a
dependéncia da emisséo com a variagdo da energia da fonte de irradiacdo. Como uma
tendéncia geral, observaram-se emissoes significativas de PL, tipicamente dentro da
regido visivel do espectro de luz 3D (Aem variando de = 350nm a 500nm (violeta-azul);
méaxima 410-430nm) ap6s excitacdo com comprimento de onda (exc.) de ~250nm a ~
320nm. Nestas curvas, confirmaram-se os resultados da Fig.5.58, onde a maior emisséo
de PL de fotoluminescéncia foi obtida para a ZnS@CMC sintetizados com um excesso
de sulfetos (Zn:S = 1:2) e condi¢des acidas (pH = 3,5 < pKa). Além disso, pequenas
mudancas para comprimentos de onda mais baixos da regido de excitagdo para amostras
com Zn:S = 1:2 em compara¢do com as outras concentracdes, o que foi atribuido a
soma das contribuicbes de densidade de defeitos superficiais e estados armadilha,
limpando anions em solugdo, tamanho e estrutura cristalina dos QDts, afetando os
mecanismos de geracdo de carga e recombinacdo. Além disso, observou-se um mapa de
excitacdo/emissdo relativamente mais difuso para condicGes alcalinas (pH = 10,5),
atribuido ao excesso de espécies de hidroxidos no meio que afetam o equilibrio geral de
cargas nas nano interfaces de ZnS@CMC/solucéo.

Os valores de QY sdo apresentados na Figura 5.62 para cada condicdo de sintese,
mostrando claramente sua dependéncia dos parametros de sintese suportados pela
discussdo anterior. Ficou evidente a relacdo entre o tamanho dos QDts de ZnS e o0s
resultados do QY (Fig. 5.62), associados a grande proporcao superficie/volume de
nanocristais menores que favorece a deterioragcdo ndo-radiativa dos transportadores de
carga (isto €, menor QY). Os nanoconjugados ZnS@CMC com a maior emissdao de PL
(Zn:S 1:2 a pH 3,5) apresentaram QY médio = 0,3%.
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Como dito anteriormente, 0 excesso de [S?] em relagdo ao [Zn?*] produziu QDts
de ZnS@CMC maiores e também provocou disponibilidade de espécies de sulfeto em
solugdo, que podem atuar como “capturadores de buracos” que influenciam o processo
de transferéncia de carga nas interfaces nanocristal-liquido e, portanto, as propriedades
opticas medidas. E importante ressaltar que esses resultados provaram que os QDts de
ZnS@CMC sdo adequados para uso como “nanosondas fluorescentes” para varias
aplicacdes biomédicas, oferecendo uma ampla gama de possibilidades de energia de
irradiacdo de excitacdo combinada com uma gama bastante ampla de emissdo visivel
para permitir a deteccdo luminescente. O rendimento quantico (QY) foi medido usando
0 protocolo baseado em quinina como referéncia, mostrando um QY médio de (QY) =
0,3%, que ja provou ser apropriado para ser usado como fluordforos para aplicacdes de
bioimagem e consistente com a literatura (9209,

E amplamente aceito que, apesar de varias vantagens de produzir QDts
semicondutores usando processo coloidal aquoso, incluindo compatibilidades
ambientais e bioldgicas associadas a rotas faceis, geralmente tem menor rendimento
quantico (QY) em comparacgio com a sintese organometalica %% 299, Para superar esse

efeito, o QY pode ser significativamente melhorado por varios métodos, incluindo o
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crescimento de uma camada de outro semicondutor e um processo térmico para
passivacdo de defeitos na superficie, respectivamente. No entanto, a melhoria e
otimizacdo da QY ndo é o objetivo deste estudo, que se concentrou em ajustar as
propriedades dpticas de ZnS@CMC nanoconjugados, variando os parametros de sintese
produzindo QDts fotoluminescentes para testes em aplicagdes de bioimagem.

5.4.2 Analise morfologica de ZnS@CMC

Caracteristicas morfolégicas e composicdo elementar foram avaliadas por MET,
juntamente com a analise de EDS. As imagens de MET e histogramas de distribuicdo de

tamanhos séo mostradas em Fig. 5.63.

Como uma tendéncia geral, observou-se nanoparticulas razoavelmente bem
dispersas e uniformes, com forma predominante esférica para todas as amostras. Além
disso, também foi detectada uma tendéncia de aumento do tamanho medio, com o
aumento da relacdo de concentracdo de sulfetos em relagdo ao Zn?* na sintese. Essa
tendéncia endossou os resultados estimados pela "relacdo Tauc” e os efeitos de [S?]
sobre o tamanho médio dos QDts de ZnS@CMC apresentados na Fig. 5.64. Como dito
anteriormente, esse efeito foi interpretado considerando os processos de nucleacao e
crescimento dos QDts de ZnS afetados pela protonacdo (RCOOH) ou desprotonacédo
(RCOO") dos grupos funcionais do polimero CMC associados a ions em soluc&o (Zn?*)

formando complexos.

O sistema ZnS@CMC foi ainda caracterizado por microscopia de forca atbmica
(AFM). O resultado mostrado na figura 5.65, demostra a estrutura do tipo ndcleo/casca

com tamanhos compativeis aos obtidos por MET e determinados por Tauc.
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5.4.3 Analise de estrutura de ZnS@CMC

Em relacdo a sua estrutura, duas formas cristalinas principais podem ser
observadas nos QDts de ZnS, a saber, a blenda de zinco mais estavel (ZB) com estrutura
cubica de face centrada e a forma alotrépica wurtzita de alta temperatura (WZ) com
simetria hexagonal. Normalmente, 0 ZnS o plano (111) tem espacamento de 3,1A
(0,31nm). Para demonstrar o efeito do pH e do tamanho na estrutura do cristal, foram
empregadas imagens de MET de alta resolugdo e medigdes diretas da distancia
interplanar do ZnS (111) mostradas na figura 5.66. Nossos resultados mostram que ndo
houve variacdo estatisticamente significativa na estrutura cristalina dos nanocristais de

ZnS@CMC sintetizados com variacdo de pH, como mostrado nas imagens MET e na

tabela 5.6.

Tabela 5.6 — Distancia interplanar ZnS (111)
pH 3,5 0,28 +0,02
pH 7,5 0,30+ 0,02
pH 10,5 0,30 +0,02
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Em relagdo ao tamanho, escolhemos duas dispersdes coloidais de QDts de
ZnS@CMC sintetizados sob diferentes condicdes e que apresentam diferenca
significativa no didametro médio. Nossos resultados mostram que ndo houve variagdo
estatisticamente significante na estrutura cristalina dos nanocristais de ZnS sintetizados
com variacdo de tamanho, conforme mostrado nas imagens de MET da figura 5.67 e na
tabela 5.7.
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Figura 5.67 - Imagens de MET mostrando a morfologia e caracterizacdo estrutural de
ZnS@CMC sintetizados em diferentes tamanhos pela variacdo do pH.

Tabela 5.7 — ZnS distancia interplanar (111)
~ 6 nm 0,28 +0,03
~ 4,5 nm 0,28 +0,03
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5.4.4 Andlise de propriedades fisico-quimicas de QDts de ZnS@CMC

As medidas de carga de superficie usando a técnica de potencial (ZP) sao
mostradas em Fig. 5.68(A). Os valores de ZP indicaram que todas as amostras
apresentaram superficies carregadas negativamente tipicamente variando de -15 a -45
mV associadas a presenca de grupos carboxilicos no polimero CMC que atribui
caracteristicas aniénicas ao ZnS@CMC. CMC, como um polimero sensivel ao pH, em
condicgdes acidas (pH = 3,5 < pKa), os grupos funcionais carboxilicos sd8o em sua
maioria protonados (RCOO" + H* «» RCOOH) reduzindo a carga superficial negativa
em aproximadamente -20 mV para as trés proporgdes de Zn:S, (1:2, 1:1 e 2:1). Por
outro lado, em pH neutro (pH = 7,5 > pKa) os grupos carboxilicos sdo parcialmente
desprotonados e convertidos em carboxilatos (RCOOH «» RCOO™ + H*), aumentando
as cargas negativas da superficie do ZnS@CMC. Em condicdes alcalinas (pH = 10,5 >
pKa) os valores de ZP demonstraram superficies altamente negativas (~ -30 a -45mV)
devido a desprotonacao formando predominantemente carboxilatos (RCOO") associados
a presenca de ions de hidroxido (OH’). Tendéncias semelhantes nos valores de ZP
foram observadas para as trés concentragdes relativas de precursores alterando o pH,
mas com efeitos mais ou menos pronunciados atribuidos ao equilibrio geral das
interacdes eletrostaticas, incluindo as contribuicbes de espécies carregadas em solucao,
cations (Zn?*) e anions (S%). A menor variacdo de ZP com pH foi observada para a
razdo estequiométrica de Zn:S = 1:1 devido ao consumo de todos 0s precursores que
formam os ZnS@CMC e, portanto, sem fons residuais de precursores (Zn?* ou S*) em
solucdo. Assim, esses resultados provaram que os QDts de ZnS@CMC foram
efetivamente estabilizados no meio aquoso, predominantemente por forcas eletrostaticas
pela macromolécula polimérica.

Além das analises UV-Vis e MET, ensaios de DLS também foram realizados para
determinar o Hp, para estudar a estabilidade quimica e possiveis interacdes com outras
moléculas. Os resultados da analise hidrodinamica utilizando DLS séo apresentados em
Fig. 5.68(B). As amostras com excesso de sulfetos (Zn:S = 1:2) apresentaram valores
médios superiores de Hp nas trés condigdes de pH testadas. Estes resultados foram
associados com a conformacéo da macromolécula do polimero de CMC que da forma a
uma camada do "escudo" na superficie do nacleo. Como discutido anteriormente, as

interagbes entre os cations (Zn®*) e os grupos carboxilatos da CMC formando
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complexos Zn?*/RCOO~ favoreceram uma maior interacdo entre o polimero e a
superficie dos QDts de ZnS@CMC e, consequentemente, reduzindo o Hp para Zn:S =
2:1 e 1:1. Por outro lado, na condicdo de excesso de sulfetos (Zn:S = 1:2), a formacao
de complexos é desvantajosa e, assim, diminuindo a interacdo entre os nanocristais ZnS
e carboxilatos da CMC. Esse efeito favorece a repulsdo entre as cadeias poliméricas que
provocam o aumento relativo do Hp. E importante destacar que os valores Hp sdo
diferentes do tamanho primério de nanoparticulas semicondutoras calculados em se¢es
anteriores pelas curvas de absorcdo UV-Vis e por imagens de MET, pois as dimensdes
hidrodindmicas dessas nanoestruturas coloidais compreendem a soma de varias
contribuic@es, incluindo o nucleo inorganico feito de ZnS, a camada de casca de
polimero orgénico de CMC, e ainda excluiu interacGes de volume, efeitos eletroliticos,
bem como as camadas de resolucdo de moléculas de agua e restricbes em angulos de
ligagéo e rotagdo. Estes resultados s&o muito relevantes tendo em mente as potenciais
aplicacdes biomédicas destes nanoconjugados, uma vez que o tamanho hidrodinamico é
um dos aspectos-chave nas interaces de nanomateriais com células vivas e sistemas

bioldgicos.
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5.4.5 Anédlise de propriedades fisico-quimicas de QDts de ZnS@CMC resultados
de FTIR

A CMC como um biopolimero dependente do pH, tem grupos quimicos em suas
cadeias poliméricas que sofrem alteracGes devido a mudanca de meio. A técnica de
FTIR foi utilizada para estudar como essas mudangas quimicas afetam a formacao de
ZnS@CMC. A Figura 5.69 mostra a influéncia do pH nos espectros FTIR do
ZnS@CMC em Zn:S propor¢do molar de 1:2.

A principal diferenga entre os espectros foi associada ao comportamento sensivel
ao pH da CMC, principalmente devido a protonacdo-desprotonacdo de grupos
carboxilicos (R-COOH/R-COO"). No pH < pKa (ou seja, acido, pH 3,5, Fig. 5.69 A
(c)), observou-se a faixa caracteristica dos grupos COOH em aproximadamente 1730
cm™! atribuida a vibragdo antissimétrica de C=0. No pH > pKa (pH 7,5 e pH 10,5, Fig.
5.69 A(a,b)). Quando os &cidos carboxilicos sdo totalmente desprotonados (COO), a
banda em aproximadamente 1730cm™ desapareceu e as bandas relacionadas a
carboxilatos (COO") foram claramente detectadas em 1650 e 1592 cm™ (alongamento
assimétrico) e 1416cm™* (alongamento simétrica) 'Y, Além disso, as bandas primarias
(C6-OH a 1028cm™) e secundarias (C2-OH a 1112cm™ e C3-OH a 1060cm™) os alcoois
a vibracdo das ligacOes de glicosideos ( B 1-4 a 895-900cm™) foram observados para
todas as amostras @1V,

O efeito da relacdo molar Zn:S foi apresentado para QD sintetizado abaixo (pH
3.5, Fig. 5.69 B) e acima do pKa (pH 10,5, Fig. 5.69 C) em comparacdo com CMC nos
mesmos pHs. Com base nos espectros, nenhuma mudanga significativa foi detectada na
energia das vibraces do COOH/COO" independente da estequiometria. No entanto,
foram observadas alteracBes na intensidade das bandas carboxilicas/carboxilicas,
principalmente no pH 3,5 (< pKa). Neste pH, a forma acida de CMC prevalece e 0s
positivamente carregados fons Zn?** competem com os ions H* na formacdo de
complexos. Os espectros FTIR revelaram, independentemente da relagdo molar Zn:S, a
formagdo de complexos Zn?*-COO~ detectados pelo aumento da intensidade do pico
atribuido a vibracdo dos grupos COO~ (1592cm™?) e diminuigdo do pico associado ao
grupo COOH (1730cm™) conforme detalhado no inicio da Fig. 5.69B. Além disso,
neste mesmo pH (pH = 3,5), para o maior quantidade de ions Zn?* (Zn:S = 2:1), a banda
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C3-OH (alongamento) é claramente mais intensa e deslocada para o vermelho
aproximadamente 20cm™ indicando que os grupos de &lcool estido envolvidos na
coordenacgdo com ions de metal/estabilizacdo de QDts ou interagindo com espécies H.
Esta mudanca para uma energia mais baixa pode estar associada ao excesso de zinco e a
concorréncia com H* para formagdo de complexos. Além disso, 0 pico atribuido ao
vinculo glicosidico sofreu um deslocamento hipsocrémico em 25cm™, juntamente com
maior absorcdo. Esse comportamento estd associado na literatura a formacdo de
ligacGes dativas entre ions positivos e elétrons de pares solitarios de oxigénio em C-O-
C, semelhante ao observado com espécies de hidroxila (C-OH) ?2. Uma tendéncia
similar, mas com pequenas mudancas nas intensidades e posicdes energéticas, foi
observada em pH 3,5 para a relacdo molar Zn:S de 1:1.

Além disso, também foi possivel avaliar as interacfes entre grupos funcionais de
superficies CMC e os QDts de ZnS. A presenca de duas faixas de vibra¢des assimétricas
e simétricas de ions carboxilicos indicou a ocorréncia de dois modos diferentes de
ligacdo ao metal ?'¥ e tipo de coordenacdo pode ser avaliada a partir da diferenca de
namero de ondas entre as vibragdes (Av). O primeiro modo de interacdo (Avi) estd
relacionado a vibragdo a 1650cm™ e a vibragdo a 1324cm™2, resultando em um Av; =
326¢cm™ sugerindo, com base na literatura ?*3214), coordenagdo monétona. As diferencas
entre as vibragbes de alongamento em aproximadamente 1592 e 1416cm™t estdo
relacionadas (Avz = 176cm™) e revelaram um modo de interagio dos COO™ com o metal

bivalente (Zn?*) na superficie de nanoparticulas.
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Figura 5.69 - (A) Efeito do pH nos espectros FTIR de ZnS 1:2: (a) pH 10,5; (b) pH 7,5;
e (c) pH 3,5. Efeito de Zn: S relagdo molar ((a) ZnS 2:1; (b) ZnS 1:1; e (c) ZnS 1:2) em
comparacdo com CMC (d) em (B) pH 3.5 (pH < pKa) e (C) pH 10.5 (pH > pKa).
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5.4.6 Analises por Espectroscopia XPS

O estado quimico de [Zn] e [S] nos QDts de ZnS foi avaliado pela técnica de
espectroscopia XPS apds a remog¢do da casca organica usando bombardeio de ions de
argdnio (Ar*, 2 ciclos, 3 s/ciclo, a emissao de corrente de 55mA e tenséo de feixe 0,5
kV). Nos espectros obtidos da regido de Zn 2p (Fig. 5.70A) os picos em (1021,7 +
0,2)eV e (1044,7 = 0,2)eV correspondem aos niveis Zn 2pz2 e Zn 2pip,
respectivamente, e estdo associados ao zinco nos QDts de ZnS 15218 Qs picos Zn 2paz
e Zn 2py2 sdo separados por um intervalo de energia vinculativo de aproximadamente
23.0 eV, de acordo com a literatura ?*). A regido S 2p (Fig. 5.70B) compreende dois
picos com energia de ligacdo (BE) 161,6 £ 0,2eV (S 2psr) e 162,8 + 0,2eV (S 2pir)
identificados via desconvolugdo com = A 1,2eV, que pode ser atribuido ao enxofre em
sulfetos metalicos (M-S) '5-218) Estas regides espectrais Znzp e Szp foram semelhantes
para todos 0os ZnS@CMC sintetizados independentes da relagédo molares Zn:S e do pH e
indicaram a formac&o de nanoparticulas de sulfeto de zinco. As concentracBes atbmicas
de Zn e S foram estimadas em 55 + 5% e 45 + 5%, respectivamente, de acordo com a
estequiometria tedrica do ZnS. Essa ligeira tendéncia para um maior teor de metal pode
ser atribuida a presenca de uma superficie da camada mais externa, compreendendo
complexos entre os céations Zn?* e as ligagBes oscilantes passivadoras de polimeros
anidnicos CMC. Essas regides espectrais de Znzp e Sop foram semelhantes para todos os
ZnS sintetizados, independentemente do pH e da razao molar de Zn:S, que indicaram a

formacédo de QDts de ZnS compativeis com a proporcdo relativa estequiométrica (1:1)
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Figura 5.70 - XPS (A) Zn2p e (B) S 2p (Zn:S 2:1, pH 7,5).
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5.4.7 Analise biologica de QDts de ZnS@CMC ensaio de viabilidade celular in vitro

A citocompatibilidade dos nanoconjugados ZnS@CMC foi avaliada usando
ensaio MTT in vitro usando linhas celulares HEK 293T e U87 MG, correspondentes as
celulas normais e cancerosas, respectivamente. Todos 0s ensaios bioldgicos foram
realizados de acordo com a ISO 10993-5:2009/(R)2014 (Avaliacdo biologica de
materiais e dispositivos médicos: Testes para citotoxicidade in vitro) globalmente
aceitos como uma avaliacdo preliminar da toxicidade de (nano) materiais e dispositivos.
As respostas de viabilidade celular do ZnS@CMC séo apresentadas na figura 5.71 ((A)
HEK 293T e (B) U87 MG) com base nos ensaios do MTT apds 24h de incubacéo. Os
resultados demonstraram claramente que 0s nanoconjugados de ZnS@CMC tém
viabilidade celular superior a 90% para ambos os tipos de células sem diferencas
significativas (dentro da variagdo estatistica). Estes resultados evidenciaram que neste
estudo CMC estabilizou os QDts de ZnS foram produzidos usando um processo de
quimica aquosa verde facil, tornando nanossondas fluorescentes citocompativeis para

aplicacdes biomédicas in vitro, como bioimagem de células vivas.
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Figura 5.71 - Resposta de viabilidade celular de (A) HEK 293T e (B) linhas celulares
U87 MG com base no ensaio MTT ap6s 24h de incubacdo com ZnS@CMC (Zn:S 1:2,

Control +Control Control ZnS@CMC

Control +Control  -Control ZnS@CMC

pH 3,5) (barra de erro: desvio padrdo, n = 6).
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5.4.8 Bioimagem de células de glioma usando ZnS@CMC fluorescentes

Como prova de conceito, os QDts de ZnS@CMC foram aplicados como
nanossondas bioldgicas fluorescentes biocompativeis para células de glioma para
bioimagem (U87 MG) in vitro através da internalizacdo celular avaliada pela
microscopia de varredura a laser confocal (CLSM) e usando o HEK293T como linha
celular normal como referéncia. HEK 293T foi usada como modelo celular devido a
maior eficiéncia de transfeccdo. Por outro lado, a linha celular U87 MG ¢é uma linha de
células de glioblastoma humana priméria, amplamente utilizada em pesquisa de cancer
cerebral. Hoje em dia, a pesquisa para novos nanomateriais para deteccdo do
glioblastoma € muito importante, devido a letalidade elevada de tumores de cérebro. A
internalizacdo celular dos ZnS@CMC pela HEK 293T e U87 MG sdo mostradas na Fig.
5.72. Como se observa, 0s nanoconjugados ZnS@CMC apresentaram a emissao azul
caracteristica, como esperado pelos resultados de emissdo de fotoluminescéncia. Esses
resultados demonstraram alta eficiéncia de internalizacdo de ZnS@CMC por células de
glioma malignas utilizando as linhas celulares U87 MG. Além disso, a emissdo
fluorescente dos QDts foi detectada principalmente espalhadas no citoplasma das
celulas e, é claramente observado que as células cancerosas do glioma maligno U87
MG apresentam maior intensidade de luminescéncia quando comparadas as células
HEK 237T. Isso pode ser explicado pelo metabolismo acelerado associado as células
cancerosas quando comparado as células normais ). Estes resultados sdo muito
importantes, porque provaram a Vviabilidade de usar ZnS@CMC como sondas
bioldgicas fluorescentes para bioimagem e, oferecem grande potencial para aplicacao
em diagnostico precoce e confidvel de cancer, usando uma nano plataforma simples,

verde e cito compativel.
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(a) Bright Field (b) PL (c) Merge

(A) HEK 293T

(B) U-87 MG

Figura 5.72 - Imagens de microscopia confocal da absorcdo celular da ZnS@CMC
emisséo azul por (A) células HEK 293T e (B) células U87 MG com tempo de incubagédo
120 min: (a) Imagem de campo claro, (b) imagem PL e (c) mesclado PL + imagem de

campo claro (barra de escala = 10 pm).
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5.5 - Nanoheterojunc¢des plasmonicas fotoluminescentes
Au@ZnS-CMC

Nanoheterojuncdes plasmonicas fotoluminescentes Au@ZnS-CMC, constituidas
por um ndcleo de AuNPs e uma casca de ZnS, estabilizadas por CMC, foram
desenvolvidas através de rota coloidal aquosa em temperatura ambiente e mediada pelo

biopolimero carboximetilcelulose (CMC).

5.5.1 Modelo matematico para calculos de espessura da casca

Para o projeto do procedimento experimental, foi utilizado o modelo matemaético
proposto abaixo 8. Os pardmetros geométricos s&o, Rc : raio do ndcleo, Rt: raio da
nano-heterojuncdo (metal + semicondutor) e, &: espessura da casca, sendo Rt= Rc + 6
(Fig. 5.73).

Ntcleo

Figura 5.73 - Modelo matematico para célculos de espessura da casca.

Primeiramente, determinamos as expressdes para calculo do numero de
AUNPs@CMC servindo como nucleo na dispersao coloidal. Foi considerado o volume
calculado pela expressédo (5.8), que foi utilizado para determinar as expressdes para
massa do nucleo mostradas nas equacdes (5.9) e (5.10). Para os célculos, consideramos

a densidade do ntcleo como sendo a densidade de AuNPs ja relatado na literatura 29,

4
Viicleo = gﬂ (RC)3 (5.8)

Muyicleo = Pricleo Vnicleo (59)

4
Mytcleo = §7T * Pnucleo * (RC)3 (5.10)
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Onde:

Vhicleo = VOlume de cada nanoparticula atuando como nticleo em cm?,
Mhacleo = Massa de cada nanoparticula atuando como nucleo em g.
Picleo = Densidade do ndcleo em g/cm?.

Rc = Raio do ndcleo metalico determinado por MET em nm.

Densidade de AuNPs: 59 atomos/nm? @2 equivalente a 19,3g/cm®.

O célculo da quantidade total de metal no reagente precursor foi realizado pela
equacdo 5.11, sendo levado em consideragdo o numero de mols do reagente precursor
para crescimento do ndcleo, a massa molar do reagente precursor, e a massa total de

reagente precursor utilizada para crescimento do nucleo.

Miotal metal no coloide

Nmots = M (5.11)
w

Nmols = NUmero de mols do reagente precursor para crescimento do nucleo.
Mw = Massa molar do reagente precursor
Motal metal no coloide = Massa total de reagente precursor para crescimento do nicleo

No calculo de concentracao foi levando em consideracdo que nem toda massa do
reagente é utilizada para formacdo do nucleo. No crescimento de AuNPs é utilizado
como reagente precursor o acido clorodurico (HAUCI4), neste caso, apenas 0s atomos de
ouro participam do crescimento do ndcleo. Para incluir essa consideracéo foi realizada a

seguinte correcao:

Corregao:
Massa molar do &cido clorodurico (HAuUCls): 339,79g/mol
Massa de ouro: 196,97¢g
Nos calculo foi considerado um rendimento médio de 85%, ou seja, consideramos

que 85% da massa de ouro presente no reagente precursor, efetivamente foi integrante

das AuNPs crescidas (equagéo 5.12).

Mtotal metal no coloide
Nyps = (5.12)

Mygicleo

Nnps = NUmero de nanoparticulas no coloide atuando como nucleo.
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Com o conhecimento da quantidade de nucleos AuNPs@CMC estimados,
incluimos no modelo o célculo da quantidade de reagentes precursores para formacéao
de uma casca de ZnS. Determinamos entdo na equacdo 5.13 a quantidade de ZnS por
ndcleo e na equacdo 5.14 o volume de ZnS por ndcleo. Considerando uma casca de
espessura o, a massa de uma casca de ZnS em torno de uma AuNPs@CMC de raio Rc é

determinada pelas equacgéo 5.15.

My (total)
Mzns = nNNP (5.13)
S

Mzns(casca) = pegscaVeasca (5-14)

4
mZnS(Casca) = §7T * Pcasca * [(Rc + 6)3 - R?:] (5-15)

My (total) = my,, + mg (5.16)

Célculo da quantidade de reagente precursor do metal [Zn] (Eq. 5.17).

mg
Nmots = M_n (5.17)

w

Célculo da quantidade de reagente precursor de [S] (Eq. 5.18).
mg
Nmols = M_w (5.18)

A massa da casca por AUNPs@CMC depende assim da geometria do sistema.
Com os dados de massa de material semicondutor por ndcleo e com a espessura
estimada para o regime de confinamento quantico de 2,5 nm (raio de Bohr do ZnS (2rs
~ 5,5nm %)), determinamos, via algoritmo projetando em MS excel®, a concentraco
de reagentes percussores necessarios para a nucleacdo e crescimento de uma casca de
ZnS na superficie de AUNPs@CMC.

5.5.2 Modelo para determinacao do LSPR

As propriedades opticas das AuNPs sdo dependentes do seu meio dielétrico.
Quando AuNPs estdo envoltas por outro material, a caracteristica mais dependente € o
comprimento de onda de absorbancia maximo que passa a corresponder a equagédo

(5.19) (222:223) pela equagdo 5.19 fica evidente que o comprimento de onda de LSPR é
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dependente do indice de refracdo do material e do volume da casca da nanoestrutura

formada (g), onde A, (plasmon para o “bulk”) € igual a 130,9 nm para um nucleo de
ouro (222-223)

(”%ns - nlz-lzo)
3

2= 22(12,2 + 2n% , + 29 (5.19)

[(Rnl’lcleo + Rcasca)3 - Rnl’xcleo3]
(Rm’xcleo + Rcasca)3

g= (5.20)

4m2c?me,
J, = = (5.21)

p Ne?

No entanto, a equacéo 5.19, relatada na literatura para sistema ntcleo/casca ??%
223)  demostrou imprecisdo para a nano-heterojuncdes metal/semicondutor (Au@ZnS-
CMC), ndo prevendo corretamente o LSPR para coloides Au@ZnS-CMC com a
espessura de casca projetada de 2,5nm. Desta forma, foi realizada uma correcédo na
equacdo 5.19, para levar em consideracdo o efeito do polimero CMC no LSPR, como
apresentado na equacdo 5.22. Essa correcdo foi necessaria levando em consideracédo
que o polimero atua direcionando o crescimento da casca. Para o sistema Au@ZnS-
CMC o LSPR é deslocado devido ao indice de refracdo do ZnS (n = 2,40 em A = 520
nm) %2 e da solucdo aquosa de CMC (n = 1,33 em A = 520 nm) ??9),

(n%ns - n(Z,"MC)
3

%= 512,24+ 2nj, + 2g (5.22)

Para maior compreensdo deste fenémeno, foi realizada simulacdo numérica para
prever os valores esperados de LSPR em relacdo a espessura da camada semicondutora,
com e sem correcdo, e ainda corrigida pela variacdo do indice de refracdo com o
comprimento de onda de excitagdo. Os resultados sdo mostrados na figura 5.74A, para o
LSPR esperado pela variagdo da espessura, e na figura 5.74B para a correcdo levando
em consideracdo a variacdo do indice de refracdo do ZnS com o comprimento de onda.
Como pode ser observado nos resultados de simulagdo numerica, o crescimento de uma

camada de material com as caracteristicas do ZnS, provoca o deslocamento batocrémico
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(deslocamento para o vermelho), do pico de LSPR, sendo ainda demostrado que
dependéncia conhecida do indice de refracdo com o comprimento de onda, ndo afeta o
comportamento do sistema em relacdo ao deslocamento para o vermelho dos espectros
apo6s o crescimento da casca. Os valores encontrados pela corregdo demostrada pela

equacéo 5.22 sdo mostrados em (b) na figura 5.74A.

(A) ~®- () LSPR (Original) (B) &0
550 4 —@— (b) LSPR (Corrigido) —— (a) SPR AuNPs@CMC
545| —@— (b) SPR Au@ZnS-CMC

540 |
(b) @

535 | o
i X Y 00000000

530 4 530

525 |

50f@essssmessnnnnsnnnnnnn

515 - 515 |

525 4

LSPR Esperado (nm)
SPR esperado (nm)

520 +

L L L L L L
400 500 600 700 800 900

Espessura da casca (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.74 - (A) Simulacdo do LSPR em funcdo da espessura da casca, sendo (a)
modelo da equacgédo 5.19 e (b) modelo corrigido pela equacdo 5.22 e (B) simulagdo do
valor do pico maximo de LSPR com o comprimento de onda ajustados pelo indice de
refracdo em AuUNPs@CMC (a) e Au@ZnS-CMC, (b) Dados simulados para uma
camada de 2,5nm de ZnS. A dependéncia conhecida do indice de refracdo com o
comprimento de onda ndo afeta o comportamento do sistema em relacdo ao

deslocamento para o vermelho do espectro apds o crescimento da casca.

Com o conhecimento das condicGes de sintese e do comportamento Optico
esperado para o sistema proposto, foi realizada a sintese dos sistemas, seguindo o

procedimento experimental apresentado na sessdo 4.2.10.
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5.5.3 Sintese de nanoheterojung¢des Au@zZnS-CMC

Seguindo o modelo de nucleacdo e crescimento apresentado na figura 5.37, o
polimero CMC atua mediando o crescimento do nucleo metalico, assumindo-se uma
conformacéo enovelada em volta das AuNPs apds o crescimento (Fig. 5.37 (g)). Neste
modelo, a conformacdo da CMC em torno do nucleo pode ser aplicada para o
crescimento de uma camada de ZnS, como ilustrado na figura 5.75. Baseado nos
resultados obtidos para sintese de AUNPS@CMC e ZnS@CMC, foram escolhidas as
seguintes condigdes de sintese: CMC 0,2%, GS = 0,77, massa molar =~ 250,000 g.mol?,
pH neutro (7,5 = 0,5) e razdo molar estequiométrica (Zn:S) 1:1. Pelo procedimento
experimental, e pelos resultados apresentados no capitulo 5.2, dispersfes coloidais de
AUNPs@CMC apresentam carga negativa em sua superficie (-(53,5£4,5) mV - Tabela
5.1), atribuida aos grupos COO" da CMC, como demostrado pelos resultados de ZP com
variacdo de protonacdo/desprotonacdo dos grupos &cido carboxilicos substituidos nas
cadeias poliméricas (COOH = COO").

Atomos de ouro
fons zn?*

fons s

-
ZnS .
&5
B

cMC

’\ e (COO)

COO/Zn?*

Figura 5.75 - llustracdo do processo de crescimento de casca na superficie de
AUuNPs@CMC formando uma nanoheterojungdo nucleo-casca Au@zZnS-CMC (Fonte:

proprio autor).

A sintese de ZnS@CMC e Au@ZnS-CMC foi realizada seguindo as equacfes
5.21-5.24.
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Na,S.9H,0 5y & 2Naf, + S&y (521

InClyy = Zn(hg +2C g (5.22)

ZnClz(aq) + NaZS(aq) il ZHS(S) + 2NaC1(S) (523)

AUNPS(S) + ZnClz(aq) + NaZS(aq) - AU.//ZHS//CMC(S) + ZNaCl(S) (524)

Na sintese de ZnS, os ions S? resultantes de dissociacdo do Na,S.9H.0 em meio
aquoso, reagem com os fons Zn?* resultantes de dissociagdo do ZnCly, precipitando ZnS
solido com estabilizacdo da CMC para formacéo de nanocristais de diametro da ordem
2-4 nm. A sintese na presenca de AUNPs@CMC é mediada pelo polimero CMC,
seguindo o modelo ilustrado na figura 5.75. As AUNPs@CMC tem carga negativa em
sua superficie devido aos grupos carboxilatos da CMC e apresentam uma conformacéo
enovelada em volta das AuNPs devido a distribuicdo da densidade de carga (figuras
5.37 e 5.75). Nesta reacdo, os ions Zn?*, resultantes da dissociacéo do ZnCly, interagem
por interacdo colombiana com os carboxilatos (COQ") presentes nas cadeias polimeéricas
da CMC, formando o complexo COO7/Zn?* (figura 5.75). Em seguida, fons S*
resultantes da dissociagdo do sulfeto de sodio reagem com os ions Zn?* na superficie das
AUNPs@CMC, possibilitando a formacdo de nucleos e posterior crescimento de
ZnS@CMC na superficie do ouro (figura 5.75). Esse processo tem a tendéncia de
crescimento de uma camada de ZnS gque acompanha a curvatura das AuNPs devido ao
template de CMC. A presenca da CMC também limita o crescimento da casca de ZnS
em dimensdes nanométricas e, dentro do regime de confinamento quantico (raio de
Bohr do ZnS (2rg ~ 5,5nm %)) |

Esse mecanismo foi estudado através de medidas de DLS (Hp) e potencial zeta,
cujos resultados sdo mostrados na figura 5.76. Na figura 5.76 (A) séo apresentados 0s
resultados de potencial zeta para a dispersédo coloidal de AuNPs@CMC, o efeito da
adicdo de Zn?* e resultado apds o crescimento da casca de ZnS@CMC em diferentes
valores de pH. Como pode ser observado, o potencial zeta de AuNPs@CMC é
dependente do pH da disperséo coloidal, principalmente devido a
protonacgdo/desprotonacdo dos grupos COOH da CMC, sendo que em pH &cido a

solugdo apresenta o menor valor de carga superficial devido a protonacdo dos
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carboxilatos (COO") formando acidos carboxilicos (COOH). A adicao de ZnCl; resultou
na diminuicio do valor de carga superficial, devido a interagio dos ions Zn?* com os
grupos carboxilatos COO", com a formagdo do complexo COO7/Zn?*, efeito que atua
provocando a mudancga na conformacdo da CMC na superficie das AUNPs@CMC, o
que pode ser comprovado pela reducéo do Hp, sendo isso devido a menor repulséo entre
as cadeias poliméricas da CMC, como apresentado na figura 5.76 (B). Por outro lado, a
adicdo do sulfeto de sodio resultou em aumento da carga superficial em relacdo a
solugdo AuUNPsS@CMC/Zn?*, devido a reagdo dos ions Zn?* com os fons S?* e posterior
crescimento da casca de ZnS e ainda o aumento do Hp, relacionado a interacdo da CMC

excedente com a superficie da casca recém-crescida (repulsdo das cadeias).

o AUNPs@CMC AuNPs@CMC/Zn*" Au@ZnS-CMC
(A) |
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0F —A— (c) pH 10.5
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100 —@— (b)pH 7.5
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AuNPs@CMC AUNPS@CMC/zn™ Au@ZnS-CMC
Figura 5.76 - Resultados de potencial Zeta (A) e DLS (B) para amostras de
AUNPs@CMC, o efeito da adicdo de Zn?* e ap6s o crescimento da casca de ZnS@CMC
em pH &cido (a), neutro (b) e alcalino (c). DLS (n>5) e ZP (n> 15).
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5.5.4 Caracterizagdo e comparacao entre dispersoes coloidais de AUNPs@CMC,
ZnS@CMC, Mix-Au-ZnS@CMC e Au@ZnS-CMC.

Para caracterizacdo dos sistemas sintetizados, foi realizada uma comparacéo entre
as amostras de AUNPs@CMC, Au@ZnS-CMC, e ZnS@CMC, sintetizadas nas mesmas
condicBes de sintese, e ainda com uma dispersdo coloidal formada pela mistura fisica
Mix-Au-ZnS@CMC. O primeiro grupo ¢ formando pela estrutura “ntcleo-casca”
Au@zZnS-CMC. O segundo grupo de amostras é formado pela mistura fisica entre duas
dispersdes coloidais, sendo uma de AUNPs@CMC e outra de ZnS@CMC, formando
uma amostra chamada de Mix-Au-ZnS@CMC. Todas as medidas foram realizadas com
a mesma concentracdo de AuNPs e ZnS.

Para caracterizacdo dos nanomateriais sintetizados, inicialmente foram avaliados a
carga superficial e Hp das dispersdes coloidais. Os resultados de DLS e potencial zeta
para amostras de AUNPs@CMC, de ZnS@CMC, de Mix-Au-ZnS@CMC e Au@ZnS-
CMC séo apresentados na figura 5.77. Os valores encontrados nas medidas de potencial
zeta estdo na faixa entre -40 e -45mV em todas as amostras testadas e sdo relacionados a
caracteristica aniénica da CMC em torno das nanoparticulas, ndo apresentando
variacdes significativas para o pH testado (7,5 £ 0,5). Por outro lado, 0 Hp das amostras
apresentou variacao, sendo as AUNPs@CMC apresentando maior Hp (~82+6nm) e 0s
QDts de ZnS@CMC menor valor para Hp (~37+4nm). A dispersdo coloidal da
estrutura nucleo-casca (Au@ZnS-CMC) apresenta um Hp (~75£5nm) ligeiramente
inferior as AUNPs@CMC, devido principalmente a mudanca de conformacdo da CMC
devido ao processo de nucleacdo e crescimento da casca de ZnS. Neste processo, a
interacdo entre os fons Zn?* e os carboxilatos da CMC modifica a conformagio do
polimero, com consequente diminui¢do do Hp.

No sistema Mix-Au-ZnS@CMC o Hp (~67,5 £ 5,5nm) é menor que em
AUNPs@CMC e no sistema nucleo-casca, indicando que a interagdo entre o0s
nanomateriais AUNPS@CMC e ZnS@CMC ¢é suficiente para provocar alteracdes
significativas na conformacdo da CMC em torno das AUNPs@CMC. Essa observacao é
explicada pelo fato dos dois sistemas misturados, mesmo apresentando valores de carga
superficial negativa, conforme medidas de potencial zeta, tem diferencas significativas
de tamanho, permitindo a interacdo proxima entre os QDts de ZnS@CMC e a superficie

das AUNPs@CMC. Os resultados de carga superficial e o Hp das dispersdes coloidais
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confirmam a estabilidade e grande influéncia da conformacéo da CMC nas propriedades

dos coloides sintetizados.

100 0
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Amostra
Figura 5.77 - Resultados de (a) DLS e (b) potencial Zeta para amostras de
AUNPs@CMC, ZnS@CMC, Mix-Au-ZnS@CMC e Au@ZnS-CMC. Todas as amostras
foram medidas em pH 7,5+ 0,5. DLS (n>5) e ZP (n > 15).

5.5.5 Caracterizacdo espectroscopica Au@zZnS-CMC

Para a caracterizacdo Optica foi empregada a técnica de espectroscopia UV-Vis
para avaliar o efeito da interacdo entre AUNPsS@CMC e ZnS@CMC. Essa avaliacao foi
realizada pelas alteracdes do pico de ressonancia de LSPR das AuNPs@CMC, pela
banda de absorcdo associada a recombinacdo excitbnica do semicondutor e pela
variagdo de absorbancia dos coloides. A figura 5.78 apresenta as medidas de
espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPs@CMC, (b) ZnS@CMC, (c) Mix-Au-
ZnS@CMC e (d) Au@ZnS-CMC. Nos espectros de nanoheterojuncdes Au@zZnS-CMC,
ZnS@CMC e Mix-Au-ZnS@CMC foi observado uma banda em torno de 290nm
correspondente a transicdo excitonica do ZnS@CMC, representando um “quantum
shift” em relacdo ao ZnS “bulk” de 3,61 eV para 4,27 eV (AEq = 0,6 eV). Por outro
lado, nos espectros de AUNPS@CMC, Au@ZnS-CMC e Mix-Au-ZnS@CMC ¢é
observada a banda referente ao LSPR do nucleo metalico. As duas importantes regides
espectrais sdo detalhadas nas figuras 5.79 e 5.80.
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Figura 5.78 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPS@CMC, (b)
ZnS@CMC, (c) Mix-Au-ZnS@CMC e (d) Au@ZnS-CMC.

O ZnS@CMC, é um semicondutor de amplo band gap, 3,61eV para o “bulk” e
em torno de 4eV para nanocristais (devido ao confinamento quantico), assim é esperado
absorcdo de energia em torno de 300 nm (2 225-226) (regido do ultravioleta). Por outro
lado, € importante destacar na analise da absorbancia nesta regido espectral, que a
absorcdo de energia por AuNPs € significativamente dependente, da morfologia e do
meio dielétrico em torno de sua superficie. Para nanoparticulas esféricas e com diametro
em torno de 20nm é esperado um pico no espectro de absorbancia em torno de 520nm, e
nenhuma absorcao de energia na faixa entre 600 e 800 nm.

A figura 5.79 apresenta as medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de ()
AUNPs@CMC, (b) ZnS@CMC, (c) Mix-Au-ZnS@CMC e (d) Au@zZnS-CMC, para
regido entre 450 e 600nm (ZnS sintetizado com estequiometria 1:1 e pH 7,5+0,2). A
regido compreendida entre 450 e 600nm apresenta absorc¢éo centrada em 520nm devido
a absorcdo de energia causada pela oscilagdo coletiva dos elétrons de conducdo na
superficie das AUNPs@CMC. Essa oscilagdo dos elétrons de conducdo é causada pelas
pequenas dimensBes das nanoestruturas metalicas, menor que o comprimento de onda
de excitacdo. Nesta condicdo, o campo elétrico sera uniforme em volta das

nanoparticulas, sendo induzido um deslocamento uniforme da densidade eletronica e
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uma forte forca de restauracdo em relacdo aos nucleos positivos, resultando em uma
oscilacdo caracteristica dos elétrons e conducdo (LSPR). Esse pico de absorcéo é
dependente do meio dielétrico em torno das AuNPs@CMC e, foi afetado pelo
crescimento de uma camada de ZnS@CMC como demostrado na figura 5.79, com um
deslocamento batocrémico de 521 nm para 527 nm (ALspr = 6 nm). Esse resultado esta
de acordo com o modelo tedrico apresentado na secdo 5.5.2 para uma espessura de

casca em torno de 2,5nm.
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Figura 5.79 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPS@CMC, (b)
ZnS@CMC, (¢) Mix-Au-ZnS@CMC e (d) Au@ZnS-CMC.

Na amostra Mix-Au-ZnS@CMC, ndo era esperado um deslocamento do pico de
LSPR (AuNPs@CMC = 521 nm), devido a maior distancia entre as AUNPs@CMC e
ZnS@CMC nesta amostra, o que ndo afetaria 0 meio dielétrico proximo da superficie
das AUNPs@CMC @35 138) devido a carga superficial negativa em ambas as amostras
coloidais. A dispersdo coloidal de ZnS@CMC apresenta ZP ~40 mV com Hp de
~37nm (Fig. 5.77), e por outro lado, as solugdes coloidal de AuNPs@CMC
apresentam ZP de ~ -45 mV e Hp de ~82 nm (Fig. 5.77). A CMC ¢é um polimero
anibénico com carga negativa devido aos grupos -COO". Nesta amostra, a carga negativa
em ambos os sistemas (AUNPs@CMC e ZnS@CMC) causa uma repulsdo entre o

componente metalico e o semicondutor, ndo permitindo que o meio dielétrico seja
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alterado na superficie do nucleo metalico e como consequéncia ndo alterando a
ressonancia de plasmon. Contudo, foi observado que o material semicondutor alterou a
ressonancia de plasmon nas amostras formadas pela mistura entre 0s componentes
separados de dispersdes coloidais de AuNPs@CMC e ZnS@CMC, com um
deslocamento batocrémico de 521 nm para 525 nm (ALspr = 4 nm). Essa resultado esta
relacionado a interagdo do ZnS@CMC com a superficie das AUNPs@CMC devido a
suas pequenas dimensdes e a interacdo entre as cadeias poliméricas de CMC na mistura,
devido a distribuicdo da densidade de carga ao longo das cadeias, causando

aproximac&o entre o material semicondutor e a superficie metalica.

Em relagdo a intensidade de absorbancia na regido espectral do LSPR, foi
observada a reducdo nas amostras de Au@ZnS-CMC e Mix-Au-ZnS@CMC. Esse
fendmeno € conhecido como amortecimento de plasmon “plasmon damping”, sendo
relacionado a interacdo entre o metal e o semicondutor. A presenca do material
semicondutor amortece a oscilacdo dos elétrons livres atravées da transferéncia de carga
e/ou pela alteracdo da resisténcia ao deslocamento da densidade de carga na superficie
do nucleo metalico ??7-2?8) diminuindo assim a amplitude da oscilacdo dos elétrons
livres, com consequentemente reducdo da intensidade de absorcdo de energia pela
dispersdo coloidal. Na estrutura nlcleo-casca o efeito é mais significativo devido a
maior cobertura da superficie metélica pelo ZnS.

A regido espectral compreendida entre 190 e 450nm, é dominada principalmente
por efeitos de transi¢Oes excitdnicas no ZnS e por fendmenos de absorcdo optica pelo
nacleo de AUNPs@CMC na regido do ultravioleta. A figura 5.80 apresenta as medidas
de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPs@CMC, (b) ZnS@CMC, (c) Mix-
Au-ZnS@CMC e (d) Au@ZnS-CMC. Nos espectros de nanoheterojun¢des Au@ZnS-
CMC e Mix-Au-ZnS@QCMC foi observado uma banda em torno de 290 nm
correspondente a transicdo excitonica do ZnS@CMC. No espectro da dispersdo coloidal
de AUNPs@CMC foi observado absorcdo devido as transi¢@es intra-banda do nucleo
(transicdo de elétrons 5d para a banda 6sp) 3"2%®). Nesta faixa espectral nio é

observada influéncia da ressonancia plasménica na absorbancia da disperséo coloidal.

Nas amostras de Mix-Au-ZnS@CMC e Au@ZnS-CMC foi observado que a

banda referente ao éxciton, apresentou significativo deslocamento, devido
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principalmente as dimensdes de confinamento quéntico entre as amostras, QDts ~4nm
(Fig. 5.66) e Au@ZnS-CMC ~2,5 nm de espessura, apresentando clara alteracdo na
intensidade e forma da absorcdo pelo éxciton, em comparacdo ao ZnS@CMC. O
resultado para Au@ZnS-CMC, comprova que mesmo 0 regime de confinamento
quantico ocorrendo na espessura do ZnS, o éxciton foi claramente identificado,
comprovando que a CMC limitou o crescimento da casca em dimensdes da ordem do
confinamento quantico, destacando, que o ZnS cresceu acompanhando a curvatura das
AUNPs@CMC. Os resultados para o espectro de absorbancia em todas as faixas
espectrais sdo um indicativo do acoplamento entre os éxcitons do ZnS e os plasmons no
nacleo metélico, shift de LSPR e éxciton, em um regime de acoplamento fraco, onde

cada entidade quantica atua existindo separadamente (:53-154),
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Figura 5.80 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPS@CMC, (b)
ZnS@CMC, (c) Mix-Au-ZnS@CMC e (d) Au@ZnS-CMC.

As medidas de fotoluminescéncia na nanoheterojuncdo Au@zZnS-CMC e Mix-
Au-ZnS@CMC, foram comparadas com as medidas realizadas em amostras de
ZnS@CMC (Fig. 5.81(A)). Pelos resultados, foi observado uma reducédo da intensidade
de emissdo ‘“quenching” pelas amostras de Au@ZnS-CMC e Mix-Au-ZnS@CMC,

sendo a maior diminui¢cdo de emissédo observada na amostra da Mix-Au-ZnS@CMC.
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Neste trabalho, postulamos que o “quenching” é resultado do curto “overlap” entre o
LSPR do nucleo metalico e a emissdo da casca de ZnS (Fig. 5.81(B)), o que tem sido
considerado um fator de “quenching” na emissdo de QDts de ZnS @29 além dos
processos de transferéncia de carga e energia gerada pelo contato direto entre o metal e
0 semicondutor, sendo que é bem conhecido que QDts podem sofrer “quenching” na
sua emissdo quando proximos a AuNPs 30, efeito que é dependente da distancia entre
o emissor e a nanoparticula ?32%)  Como foi observado pelas medidas de
espectroscopia UV-Vis, através do deslocamento do pico de ressonancia de plasmon no
nacleo metélico, é esperado contato entre o ZnS@CMC e a superficie das
AUNPs@CMC, justificando assim o “quenching” observado nos espectros de PL para
as medidas de Mix-Au-ZnS@CMC (~40%). Por outro lado, o sistema Au@ZnS-CMC
apresentou significativa emisséo apesar da remoc¢éo do ZnS@CMC livre (Apéndice 1).
Sendo uma nanoestrutura tridimensional, com casca semicondutora de significativa
area e massa (por emissor quantico), sendo o efeito de confinamento quantico
observado na espessura do material e apresentado significativa quantidade de defeitos
devido ao processo de nucleacao e crescimento mediado por CMC, tais como: lacunas e
atomos intersticiais; defeitos unidimensionais, como, discordancias; defeitos associados
as interfaces entre regides com diferentes estruturas cristalinas ou diferentes orientagdes
cristalogréficas; defeitos tridimensionais, associados ao crescimento de nanocristais em
varias direcbes em torno das AuNPs@CMC e, ainda, a deformacdo mecanica
promovendo a formacdo de imperfeicdes. Além dos complexos mecanismos de troca de
carga/energia e o acoplamento entre os diferentes processos fisicos de SPR e éxciton na
interface, a nanoheterojuncdo compensa o efeitos de distancia metal/semicondutor,

apresentando emisséo.
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Figura 5.81 — (A) Medidas de espectroscopia de fotoluminescéncia (PL) de amostras de
(@) AuNPs@CMC, (b) ZnS@CMC, (c) Mix-Au-ZnS@CMC e (d) Au@ZnS-CMC. (B)

Comparacao entre PL e absorbancia para amostra de Au@ZnS-CMC. hexc = 310 nm.

Para compreensdo das propriedades Opticas dos sistemas estudados, foram
realizados mapas de excitacdo e emissdo 3D. A figura 5.82 apresenta os resultados dos
mapas 3D para (a) AUNPs@CMC, (b) ZnS@CMC, (c) Au@ZnS-CMC e (d) Mix-Au-

ZnS@CMC, todos ajustados para a mesma escala de intensidade para fins de
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comparacéo entre as diferentes amostras. Pelos resultados apresentados nos mapas 3D, a
amostra de AUNPs@CMC nao apresenta emissdo. Por outro lado, as amostras de (b)
ZnS@CMC, (c) Au@ZnS-CMC e (d) Mix-Au-ZnS@CMC apresentam forte emissédo
em torno de (420 £ 2)nm com excitacdo em torno (310 £ 2)nm. Nos mapas 3D ainda
fica evidente o (quenching) observado na emissdo das amostras de Au@ZnS-CMC e

significativamente maior na Mix-Au-ZnS@CMC.
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Figura 5.82 - Mapas 3D de excitacdo-emissdao em amostras de (a) AUNPS@CMC, (b)
ZnS@CMC, (c) Au@ZnS-CMC e (d) Mix-Au-ZnS@CMC. (ZnS sintetizado com
estequiometria 1:1 e pH 7,5+0,2).
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Os espectros de fotoluminescéncia e os mapas 3D (PL) das amostras de
ZnS@CMC, Au@ZnS-CMC e Mix-Au-ZnS@CMC exibem picos maximos de emisséo
predominantemente dentro da faixa de comprimento de onda de 400 a 430nm (violeta).
Esses resultados estdo de acordo com o comportamento tipico do ZnS, onde as emisses
sdo predominantemente baseadas em sitios ativados por defeitos, sendo a transi¢éo
Optica da banda de valéncia para banda de conducdo geralmente ausente. Isso significa
que os defeitos na estrutura (vacancias de enxofre (Vs) e metal (Vzn), e atomos
intersticiais, Is e lz,) atuam como armadilhas eficientes para elétrons, buracos, e
portadores da carga do éxciton, conduzindo a recombinacao radiativa em energias mais
baixas (comprimentos de onda mais elevados) do que a emissdo excitdnica, como ja
explicado no capitulo 5.3 para 0 ZNS@CMC (204-208),

Para a compreensdo dos fendbmenos observados € necessario o entendimento dos
processos fisicos e sua dependéncia com as caracteristicas de absorcdo e emissdao do
metal e do semicondutor. Em nanoheterojungdes Au@zZnS, temos dois estados
diferentes de excitacdo do sistema. No primeiro estado, no "estado de excitagdo no
bandgap", apenas 0 ZnS é excitado, ndo existindo excitacdo do LSPR no nucleo,
contudo, na interface a barreira de Schottky tem influéncia nos processos de
transferéncia de carga, com elétrons excitados no semicondutor podendo ser
transferidos para o metal, suprimindo assim a recombinacdo elétron-buraco (e /h*) e
deixando buracos no semicondutor. Esse processo favorece o “quenching” na emissdo
do semicondutor. Na pratica o sistema tem um comportamento semelhante a um diodo.
No segundo estado, o "estado de excitacdo no LSPR", apenas o LSPR é excitado
(~527nm para Au@zZnS-CMC). Nesta condicdo ndo é observada emissao pelo material
semicondutor, devido a ndo excitacdo dos éxcitons. Neste caso, a transferéncia de
elétrons do metal para o semicondutor sO sera possivel caso estes tenham energia
superior a barreira Schottky. Contudo, o LSPR ¢ influenciado pela casca de ZnS com o
deslocamento batocromico devido a alteracdo do meio dielétrico em torno das AuNPs.

Para compreensao dos processos fisicos na nano interface entre AUNPs e ZnS, e
entre 0 ZnS e a CMC, ¢ apresentado na figura 5.83 a ilustragdo da juncdo (A), e do
modelo de confinamento quantico na espessura da casca de ZnS (B), e na figura 5.84 o

diagrama de bandas detalhado da nanoheterojuncdo Au@ZnS-CMC.
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Figura 5.83 - (A) llustragdo da interface em uma jungdo Au@ZnS-CMC destacando os
processos opticos na interface metal/semicondutor (1) absor¢do do ouro na regido do
UV, (2) transferéncia de elétrons (Te) na nano interface metal-semicondutor, (3)
reabsorcdo de fotons pelo ouro e (4) absor¢do pelo LSPR. TE = Transferéncia de
energia e Augr = Energia de Fermi para o ouro. (B) Modelo de confinamento quantico
na espessura da casca de ZnS. (Fonte: proprio autor).
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Figura 5.84 - Diagrama de bandas representando os processos esperados de absorcéo e

emissdo em uma nanoheterojuncdo metal-semicondutor (Fonte: proprio autor).

Primeiro, sob irradiacdo de luz UV (A ~ 300nm), ambos 0s materiais estdo
absorvendo luz, como mostrado por medidas de UV-Vis na figura 5.78. AUNPs@CMC
tém absorcdo Optica na regido do UV devido a transi¢fes interbanda (transicdo de
elétrons 5d para a banda 6sp) "2 sendo essa absorcdo de luz acontecendo sem
excitacdo de LSPR, para a condicdo de excitacdo A ~ 300nm. Esta absor¢édo da luz pelo
metal, contudo, diminui a energia disponivel para a excitacdo do semicondutor, e assim,
reduzindo a taxa de transi¢Oes eletronicas. A absorcdo de energia pelo ZnS leva o
sistema para o estado excitado, com transi¢des de elétrons da banda de valéncia (BV)
para banda de conducdo (BC). Transi¢bes ndo-radiativas para estados de defeitos na
estrutura (vacancias de enxofre (Vs) e metal (Vzn), e atomos intersticiais, Is e 1zn) €
posterior recombinacédo radiativa em energias mais baixas (comprimentos de onda mais
elevados) do que a emissdo excitonica, S&0 responsaveis para emissdo observada nos
espectros de PL. No sistema Au@ZnS-CMC, a probabilidade de defeitos na estrutura é
significativamente maior do que em nanocristais de ZnS, devido ao mecanismo de
nucleacdo e crescimento mediado pela CMC e, o tipo de estrutura tridimensional que

acompanha a curvatura das faces cristalinas do ouro. Essa caracteristica
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morfolégica/estrutural contribui para a significativa emissdo observada neste sistema

coloidal.

O segundo mecanismo é a transferéncia de carga do semicondutor para o metal.
Na interface a diferenca entre a banda de conducgédo do semicondutor (BC) e a energia de
Fermi do metal (Auer) (figura 5.83) forma uma barreira Schottky, uma barreira
potencial de energia formada em uma juncdo metal-semicondutor. Neste design, o metal
atua como o anodo e o semicondutor do tipo N atua como o céatodo, semelhante a um
diodo do tipo Schottky. Nesta situacdo, os elétrons excitados no semicondutor sdo
preferencialmente transferidos para o metal, o que assegura a efetiva transferéncia de
elétrons da casca de ZnS para o nlcleo de AUNPs@CMC. Esta transferéncia de carga
do semicondutor ao metal suprime a recombinacdo elétron-buraco (e"/h™) deixando
buracos no semicondutor. Por outro lado, a transferéncia de carga do metal para o
semicondutor é possivel apenas quando o sistema estd excitado na frequéncia de
ressonancia do LSPR (~520nm). Trés mecanismos podem ser descritos para
compreender a transferéncia de carga/energia do metal para o semicondutor. O primeiro
é a transferéncia direta de elétrons da densidade de carga em oscilacdo no metal (LSPR)
para o material semicondutor, elétrons esses chamados de “elétrons quentes” (155159
(Fig. 3.10). Esse mecanismo serd possivel apenas durante a excitacdo do nucleo
metélico na condi¢do de LSPR e para contato direto entre o metal e o semicondutor. O
segundo mecanismo de transferéncia de energia ocorre através da mediacdo do campo
eletromagnético local criado na condicdo de LSPR que contribui radiativamente para a
geracdo de pares (e/h™) no semicondutor. Esse mecanismo, contudo, s6 ocorre para
situacbes em que a energia plasmonica é maior que o bandgap do semicondutor.
Finalmente, os fotons emitidos pelo semicondutor podem excitar o LSPR na superficie
do metal devido a curta sobreposicdo entre os espectros de emissdo do semicondutor e 0
espectro de absorcdo do metal. A casca de ZnS atua como o "doador” e o nucleo de
AuUNPs como o “aceitador". Esta transferéncia de energia pode influenciar
significativamente o processo de quenching observado devido a sobreposicdo entre a
emissdo de ZnS e a banda LSPR de AuNPs@CMC e a distancia entre o doador e 0
aceitador. Outro mecanismo possivel neste sistema é a reabsor¢do de fotons emitidos
por uma particula por particulas vizinhas. A reabsor¢do destes fétons pelo coloide

provoca uma diminuicdo da luz emitida pelo material.
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Como pode ser observado, o sistema nucleo-casca, apresenta emissdo de maior
intensidade quando comparado a Mix-Au-ZnS@CMC. Importante ainda ressaltar, que a
amostra nucleo/casca foi purificada para remocao de possivel ZnS livre, diminuindo
assim qualquer emissao residual no sistema. A estrutura projetada neste trabalho difere
em tamanho e forma de QDts convencionais. Neste caso, 0 confinamento quantico é
devido a espessura do ZnS, em contraponto ao ZnS@CMC puro, cujo confinamento é
devido ao tamanho dos nanocristais. Neste sistema, a emissdo de luz é improvavel
devido ao contato direto que favorece o quenching ?30-2332%) devido a transferéncia de
elétrons do semicondutor para o metal. Contudo, foi observada significativa emissdo de
fotoluminescéncia. Associamos a emisséo a fatores relacionados a estrutura da casca de
ZnS; primeiro, no mecanismo de nucleacdo e crescimento do sistema nucleo/casca, €
significativa a probabilidade de defeitos na estrutura cristalina do ZnS, devido a
morfologia do semicondutor na superficie do metal com maior area de emissdo
competindo com a maior area de contato e significativa probabilidade de defeitos na
estrutura cristalina devida ao ndo perfeito ordenamento e, além disso, ao contorno
seguindo a conformacdo do polimero. Segundo, a probabilidade de decaimento nos
estados de defeitos para a banda de valéncia com consequente recombinagdo do par
eletro/buraco com emissdo de um féton é mais provavel que a transferéncia de carga na
interface do semicondutor para o metal. Terceiro, ao contrario do confinamento
quantico em nanocristais, na nanoheterojuncdo Au@ZnS-CMC o confinamento do
éxciton ocorre na espessura do semicondutor, e sob influéncia da densidade carga da
superficie do nicleo metalico e do polimero de recobrimento, isso tende a manter o
éxciton por maior periodo de tempo confinado antes da recombinacdo, com um
acoplamento fraco entre as entidades quéanticas. A combinacdo destes efeitos
competitivos, em uma nanoestrutura crescida sob a mediacdo da CMC, torna possivel a
emissdo por Au@zZnS-CMC.

Os efeitos fisicos relatados atuam juntamente com as caracteristicas da disperséo
coloidal. As amostras de Au@ZnS-CMC e Mix-Au-ZnS@CMC tem mesma
concentragéo inicial de AuNPs, com Na,nvps = 8x101 AuNPs/cm?, sendo um niimero
de QDts de ZnS de Nypeszns = 7x10'7 QDts/cm® para a amostra de Mix-Au-
ZnS@CMC. Destacando que a quantidade de ZnS para a amostra Au@ZnS-CMC é

menor devido ao processo de purificacdo para remocao de ZnS livre (Apéndice 1) .
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Devido a area de superficie de cada AuNPs, a probabilidade de encontro entre AUNPS e

QDts ¢ alta, contribuindo para o processos de troca de energia durante o contato.

Como demostrado na secdo 5.3, AuNPs tem alta secdo de choque de
espalhamento, sendo significativamente maior que o ZnS, devido ao material e ao raio
(Rau >> Rzns) das particulas. Em Au@ZnS-CMC o espalhamento é reduzido devido a
cobertura pelo ZnS, sendo ainda observado uma significativa diminuicdo da absorcao de
energia devido ao amortecimento do LSPR. Esse mecanismo de espalhamento contribui
para maior absorcdo de energia pela casca de ZnS, e consequentemente maior emissao

na nanoheterojuncao.

5.5.6 Caracterizacdo morfoldgica e estrutural

Os resultados da caracterizacdo morfologica por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (Fig. 5.85(A)) e de MET (Fig. 5.85(B)), sdo apresentados na figura
5.85. A figura 5.85 (A) apresenta imagens de MEV para os sistemas de (a)
AUNPs@CMC, (b) Au@ZnS-CMC e (c¢) Mix-Au-ZnS@CMC. A figura 5.85 (B)
apresenta imagens de MET para os sistemas de (a) AUNPs@CMC, (b) Au@ZnS-CMC,
(c) Mix-Au-ZnS@CMC. Essas amostras estdo com a mesma concentracdo de ouro e
ZnS, com ZnS sintetizado com estequiometria 1:1 e pH 7,5+0,2.
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Figura 5.85 - (A) imagens de MEV para os sistemas de (a) AuNPs@CMC, (b)
Au@2zZnS-CMC e (c) Mix-Au-ZnS@CMC. (B) imagens de MET para os sistemas de (a)
AUNPs@CMC, (b) Au@ZnS-CMC, (c) Mix-Au-ZnS@CMC. (C) imagens de MET de
alta resolucdo destacando as os sistemas mostrados em (B) (@) AUNPs@CMC, (b)
Au@2ZnS-CMC, (c) Mix-Au-ZnS@CMC.

Pelas imagens de MEV e MET observamos a formacdo de uma nanoestrutura do
tipo nucleo-casca entre AUNPS@CMC e ZnS@CMC. Em relagdo ao sistema nucleo-
casca, a distribuicdo de espessura da casca é apresentada na figura 5.86 e de distribuicédo
de diametro do ndcleo na figura 5.87. Pelos resultados apresentados é observado que a
casca de ZnS tem uma espessura média de (2,6 + 1,0)nm crescida sob um nucleo de
AUNPs@CMC de diametro (20,5 £ 1,5)nm. Esses resultados estdo em linha com os

esperados, levando em consideracdo o projetado pelo modelo matematico apresentado.
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Figura 5.86 - Distribuicdo de espessura para a casca de ZnS medidas em imagens de
MET.
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Figura 5.87 - Distribuicdo de didmetros para o nucleo de ouro medido em imagens de
MET.

A figura 5.88 apresenta uma imagem tipica de MET de alta resolugcdo de uma
nanoestrutura nucleo/casca Au@ZnS-CMC (a), destacando a medida de distancias
interplanares em diferentes posi¢des da nanoparticula. Os valores medidos de distancia

interplanar podem ser indexados como referindo-se ao plano 111 (2,4 + 0,3 A) do ouro
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de estrutura cubica de face centrada e com o plano ZnS 111 (3,0 + 0,3 A) de estrutura
cubica de face centrada (ICCD: 80-0020).

(zns 111 (3,1 £ 0,3A)) (zns 111 (3,1 £ 0,3A))

Figura 5.88 - Avaliacdo da nanoestrutura nucleo-casca por MET. (a) Imagem de uma
nanoestrutura de Au@ZnS-CMC destacando a medida de distancia interplanar na casca
e no nucleo. (b) distancia interplanar identificada pela estrutura do ouro. (c) distancia
interplanar identificada na estrutura do ouro. (c) distancia interplanar identificada na

estrutura do ZnS. (d) distancia interplanar identificada na estrutura do ZnS.

A analise estrutural da nanoestrutura Au@ZnS-CMC foi realizada por medidas de
difracdo de elétrons de area selecionada (SAED). AuNPs podem apresentar diferentes

organizac0es cristalogréficas, com cinco picos de difracdo podendo ser indexados como
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(111), (200), (220), (311) e (222), sendo a estrutura cubica de face centrada (cfc) a mais
comum. Em temperatura ambiente, a estrutura de wurtzita hexagonal é o polimorfo
estavel de ZnS, no entanto, na literatura a estrutura cubica é geralmente relatada, e
ensaios de XRD s&o frequentemente publicados com picos relacionados aos planos
(111), (220) e (311). A Figura 5.89a mostra os resultados de SAED e uma tabela
comparando os resultados com os encontrados na literatura e ensaios de DRX. Os anéis
identificados podem ser indexados como referindo-se aos planos de ouro 111 (2,4 £
0,3A), 200 (2,2 + 0,3A), 220 (1,4 + 0,3 A), e 311 (1,2 + 0,3A), de estrutura cfc e com os
planos ZnS 111 (3,1 + 0,3A) e 311 (1,6 + 0,3A) de estrutura cfc (ICCD: 80-0020).

Esses resultados s&o comparados entdo pela figura 5.89b, que apresenta uma
imagem de MET de uma nanoestrutura Au@ZnS-CMC destacando a medida de
distancias interplanares e as dimensdes medidas da nanoestrutura. Os valores medidos
de distancia interplanar podem ser indexados como referindo-se ao plano ZnS 111 de
estrutura cfc (ICCD: 80-0020).

Os resultados de MET provam a nucleacdo e crescimento de uma casca de ZnS
nano cristalino na superficie de AUNPs@CMC medida por CMC, conforme projetado.
Os resultados de caracterizacdo morfolégica validam os resultados da influéncia da

casca de ZnS obtidos de espectroscopia Optica.
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Tabela 1 — ZnS distancia interplanar (111)
pH 7.5+ 0.5 (Zn:S 1:1)
ZnS | 0.31 +0.02

Tabela 1 — Dimensdes Au@ZnS
pH 7.5+ 0.5 (Zn:S 1:1)
Au Core 18+1
ZnS Shell 2.5+0.5

Figura 5.89 - (A) Padrdo de difracdo de elétrons SAED e tabela com resultados com os
resultados de distancia interplanar da amostra de Au@zZnS-CMC. (B) imagem MET de

alta resolugdo com medidas de dimensdes da nanoestrutura.
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5.5.7 Caracterizacdo por mapa quimico elementar

A caracterizacdo quimica do sistema nucleo-casca em escala nanométrica foi
aprofundada empregando a técnica de Espectroscopia de perda de energia de elétrons
(da sigla em inglés: EELS “Electron Energy Loss Spectroscopy”). Os resultados sédo
apresentados na figura 5.90. Nesta figura, em (A), séo apresentados os espectros EELS
obtidos nos pontos (a), (b) e (c) da imagem (B), que representam os pontos onde foram
realizadas medidas pontuais de EELS (circulos na imagem (B), com resolucdo em torno
de 2nm) medidas no centro da nanoparticula (a), na borda da nanoparticula (b) e fora da
nanoparticula (c), respectivamente, demostrando a caracterizacdo quimica do sistema
Au@ZnS-CMC, através da identificagdo das bandas em 2206eV e 2291eV referentes ao
ouro &9 e em 1020, 1043 e 1194eV referentes ao zinco ?*9). Para caracterizagéo
quimica da estrutura ndcleo-casca, foram realizadas medidas de EELS seguindo a linha
apresentada na figura (B), e cujos resultados sdo apresentados em (C). Nesta figura, é
mostrada a intensidade de sinal EELS para a borda de Zinco (1) e para a borda de ouro
(1), em funcdo da posicdo das particulas na linha marcada na figura 5.90 (B). Esse
resultado mostra a distribui¢cdo dos elementos ao longo da linha medida, podendo ser
notada a deteccdo dos elementos ouro e zinco, além do encobrimento dos nucleos

metélicos pelo material semicondutor.

A técnica de EELS foi ainda utilizada para determinar a presenca de Plasmons e 0
valor do band gap optico do material semicondutor. O espectro EELS para regido de
baixa energia é apresentado na figura 5.91 (A) com ampliacdo na regido do band gap na
figura 5.91B. Foi identificada uma banda caracteristica de Plasmons (Ep) na regido entre
15-30eV e outra banda entre 4-8eV, atribuida ao material semicondutor ZnS (Eg). Pelos
espectros de EELS na regido de baixa perda de energia foi possivel determinar band gap
do ZnS @D, Neste método, uma reta é tragada na regio da borda associada a energia de
band gad do semicondutor em baixa energia (Fig. 5.91(B)). O band gap foi determinado
como sendo de 3,97 + 0,05eV, compativel com as analises realizadas por espectroscopia
UV-Vis pelo método Tauc.
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Figura 5.90 - (A) Medidas de EELS em diferentes posi¢des das Au@zZnS-CMC
mostradas em (B). (B) imagem STEM e ilustracdo mostrando a vista de perfil das
nanoparticulas, apresentado medidas no centro da nanoparticula (a), na borda da
nanoparticula (b) e fora das nanoparticulas (c). (C) Intensidade do sinal EELS para (I)

zinco e (I1) ouro em relagéo a posicao das nanoparticulas na imagem STEM (B).
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Figura 5.91 - (A) Espectros EELS medidas no centro da nanoparticula (a). (B)
Ampliacdo da regido 0-20eV do espectro (A).

Para complementar as andlises pela técnica de EELS foram realizados mapas de
distribuicdo elementar nas amostras de Au@ZnS-CMC, cujos resultados s&o mostrados
na figura 5.92. Nesta figura, sdo apresentados em (a) uma imagem MET no modo
varredura das nanoestruturas nucleo-casca, em (b), uma imagem de distribuigdo de ouro
pela medida da borda O2,3 em 54eV, em (c), uma imagem de distribui¢do de zinco pela
medida da borda M2z em 87eV, sendo entdo a figura (d), a combinacdo destes
resultados. O Conjunto dos resultados apresentados demostram a estrutura do tipo
nacleo-casca projetada. Adicionalmente, foi mapeada a distribuigdo de plasmons pelos

nucleos metélicos pela filtragem de energia na regido entre 2 e 30eV do espectro EELS,
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e ainda um mapa gerado pela filtragem de energia no gap do material semicondutor
4eV, cujo resultado é apresentado como inset na Fig. 5.92d. Esse mapa mostra a perda
de energia do feixe pela interacdo com os plasmon gerados no movimento da densidade

de carga nos nucleos metalicos e pelo band gap do material semicondutor.

(A)

Au Plasmon
ZnS Filtrado em 4 eV

(B) (a) Au Plasmon (b) ZnS Band gap (c) Au +ZnS

Figura 5.92 — (A) (a) Imagem STEM das nanoestruturas tipo ndcleo-casca Au@ZnS-
CMC. (b) Mapa de distribuicdo de ouro, (c) mapa de distribuicdo de zinco, (d)
Combinacdo das figuras (b) e (d). Inset: Combinacdo do mapa de distribuicdo de
plasmons com mapa filtrado na energia do band gap do ZnS ~ 4eV. (B) (a) Distribuicéo
de plasmons pelos nucleos metalicos (b) mapa gerado pela filtragem de energia no gap

do material semicondutor 4eV e (c) Combinacgéo de (B) (a) e (b).
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5.5.8 Confinamento quantico na casca de ZnS — Efeito da variacgao de espessura na
energia do éxciton e no LSPR.

Como demostrado pelos modelos teoricos e pelos resultados apresentados no
sistema Au@ZnS-CMC, o crescimento de uma casca de ZnS tem influéncia no LSPR e,
na absor¢do devido ao éxciton, em uma condicdo de confinamento quantico na
espessura do material semicondutor. A variagdo da espessura € entdo um parametro
importante na avaliacdo das propriedades Opticas em heterojungdes Au@ZnS-CMC.
Nas amostras de Au@ZnS-CMC (renomeada para Au@ZnS-CMC 1L), foi crescida
uma camada adicional de ZnS, considerando o crescimento de uma segunda camada
com espessura de aproximadamente 2,5nm, nomeada de Au@ZnS-CMC 2L. A figura
5.93, apresenta as medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a)
AUNPs@CMC, (b) Au@ZnS-CMC 1L e (c) Au@ZnS-CMC 2L. Como pode ser
observado, o crescimento de uma camada de material semicondutor com as
caracteristicas do ZnS provoca o deslocamento batocrémico do pico de LSPR das
AUNPS@CMC de 520nm para 526nm. Esse pico de absor¢do foi afetado pelo
crescimento de uma segunda camada de ZnS (Au@ZnS-CMC 2L), com um
deslocamento batocrémico do pico de LSPR de 526nm para 531nm, como destacado na
figura 5.94.

2,25
—— (a) AUNPS@CMC

— (b) Au@ZnS-CMC 1L
— (¢) Au@ZnS-CMC 2L

2,00 &

1,75
1,50
1,25}
1,00}
0,75}

Absorbéancia (a.u.)

0,50}
0,25}

0,0 : - - =
200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.93 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPS@CMC, (b)
Au@ZnS-CMC 1L e (c) Au@ZnS-CMC 2L.
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Figura 5.94 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPS@CMC, (b)
Au@2zZnS-CMC 1L e (c) Au@ZnS-CMC 2L na faixa entre 450 e 900 nm.

A influéncia do material semicondutor é observada na alteracdo do comprimento
de onda da ressonancia de LSPR do nucleo, que é dependente da espessura do material
formador da casca, sendo que o crescimento de uma segunda camada de ZnS provocou
0 deslocamento batocromico do pico de plasmon das Au@ZnS-CMC de 526 nm para
531nm. Ainda é observado nesta regido espectral que a intensidade de absorbancia do
pico devido a LSPR sofreu uma reducdo nas amostras de Au@ZnS-CMC devido ao
fendmeno de “plasmon damping”. Esses efeitos sdo esperados pela teoria simplificada
na equacgédo 5.22 que relaciona o LSPR com a espessura da camada semicondutora na

superficie de AuNPs.

A regido compreendida entre 190 e 450nm, destacada na figura 5.95, é dominada
principalmente por efeitos de transi¢cGes excitdnicas no material semicondutor e, por
fendmenos de absorcdo Optica pelo nucleo metélico na regido do ultravioleta. Nos
espectros de nanoheterojungdes Au@ZnS-CMC 1L e Au@ZnS-CMC 2L, foi observada
uma banda em torno de 300nm correspondente a transicdo exciténica do ZnS@CMC,
sendo 290nm para a amostra com uma camada de ZnS e 307nm para a amostra com

duas camadas de ZnS. Essa variagdo esta relacionada ao aumento da espessura de ZnS
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(6), com a consequente reducdo do efeito do confinamento quantico, provocando a
diminuigdo da energia associando ao éxciton na casca (Eg) (4,27 eV — 4,03 eV), como
apresentado no modelo apresentado na figura 5.96. Esse resultado demostrar 0s
complexos efeitos do confinamento quéntico, tanto dos elétrons no nucleo metalico,

como no material semicondutor.

2,25¢ (a) AuUNPs@CMC
—— (b) AuU@ZnS-CMC 1L
2000 777 ONC — (¢) AU@ZNnS-CMC 2L
ZnS éxciton:
L75] “\ 290 nm
S 1,50 BC
8 307 nm
S 1,25¢ :
c (B > (EJ
g 1,00} 5
8 0,75 i Quantum ?hlft | 7nS Bulk BV
2 i 343 nm
< osob 0 T~ 3616V
0,25}
0,00 . . . )
200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.95 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPS@CMC, (b)
Au@2zZnS-CMC 1L e (c) Au@ZnS-CMC 2L na faixa entre 200 e 400 nm.
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Figura 5.96 — Modelo de confinamento quéntico na espessura da casca de ZnS.

5.5.9 Caracterizacdo morfologica

Para a caracterizagdo morfologia foram realizadas imagens de MET, apresentadas
na figura 5.97. Como pode ser observado pelas imagens, houve um crescimento de uma
segunda camada de ZnS@CMC sobre a camada ja existente na nanoestrutura de
Au@2ZnS-CMC. Como resultado do complexo mecanismo de nucleacéo e crescimento,
mediado pela CMC na superficie da casca de ZnS, a segunda camada apresentou uma
heterogeneidade. Atribuimos essa caracteristica morfolégica a conformacdo assumida

pela CMC na superficie da camada de ZnS previamente crescida.
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Figura 5.97 - Imagens da Au@ZnS-CMC com o crescimento de uma segunda camada

de ZnS.
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5.6 Nanoheterojuncao Au@ZnS-CMC dopada com In3+,

Com o objetivo de demostrar a possibilidade de modificacdo estrutural e nas
caracteristicas da nanoheterojuncéo, nesta parte do trabalho foi realizada a modificacéo
da estrutura da casca semicondutora de ZnS com a incorporagdo de fons In®*
(Au@Zn(In)S-CMC). lons trivalentes, que seguindo o modelo de nucleacdo e
crescimento mediado por CMC, podem provocar alteragdes nas propriedades opticas do
sistema Au@ZnS-CMC. Sulfeto de indio tem band gap de 2,2 eV no “bulk” (242244),
Assim, a modificagdo da estrutura do ZnS, com band gap de 3,61 eV no “bulk” e ~4
para nanocristais, pela adicdo de jons In®*, pode deslocar o band gap da casca para
regides de baixa energia do espectro, tornando possivel a modulacdo das propriedades

Opticas com a variacao da razao ([Zn?*]/[In%*]) (242-244),

Na sintese de Au@2zZn(In)S-CMC, os fons Zn?* e In**, interagem por interacio
colombiana com os carboxilatos (COO") presentes nas cadeias poliméricas da CMC,
formando os complexos COO7/Zn?* e COO7/In®*, com elevada capacidade de formagéo
de quelatos. Em seguida, fons S, resultantes da dissociagao do sulfeto de sodio, reagem
com os complexos na superficie das AuNPs@CMC, possibilitando a formacdo de
nacleos e posterior crescimento de Zn(In)S@CMC através da mediacdo das cadeias
poliméricas da CMC, como ilustrado na Fig. 5.98. Esse mecanismo de nucleacdo e
crescimento, tem a tendéncia de apresentar significativa quantidade de defeitos,
principalmente, lacunas e atomos intersticiais, devido a introducdo de ions trivalentes
(In®*") na estrutura do ZnS tridimensional da casca, como ilustrado na Fig. 5.98. Outros
tipos de defeitos sdo ainda ampliados, tais como: defeitos unidimensionais, como,
discordancias; defeitos associados as interfaces entre regides com diferentes estruturas
cristalinas ou diferentes orientacbes cristalograficas; defeitos tridimensionais,
associados ao crescimento de nanocristais em varias direcbes em torno das
AUNPs@CMC e, ainda, a deformacdo mecéanica promovendo a formacgdo de

imperfeigdes.
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Figura 5.98 - llustracdo do processo de crescimento de casca na superficie de
AuNPs@CMC, formando uma nanoheterojuncdo nucleo-casca dopada com indio
Au@ZnS:In-CMC.

5.6.1 Sintese e caracterizacao de Zn(In)S@CMC

Foi realizada a sintese de ZnS@CMC com modificacdo da estrutura pela adicéo
de fons In**, (Zn(IN)S@CMC). Na figura 5.99 sdo apresentados os resultados de ZP e
DLS para Zn(InN)S@CMC (Zn:In 1:0,3). Os resultados demostram significativa
influéncia na carga superficial e no Hp dos nanomateriais testados devido a interacdo
dos ions trivalentes (In®") com os carboxilatos da CMC. No sistema Zn(In)S@CMC foi
claramente observado a alteracdo significativa no Hp. Esse resultado € associado aos
complexos COO7/Zn?* e COO7/In®*. A maior interagdo entre os ions trivalentes (In**)
com os carboxilatos da CMC, modifica a conformacéo do polimero, com diminuicao da
repulsdo entre as cadeias poliméricas e com consequente reducdo do Hp (~35£3 nm —
~8+1 nm). Em relacéo a carga, foi observado uma reducéo de ~ - 21+1 mV para - 18+2
mV, devido a maior consumo de cargas negativas nas cadeias poliméricas na formacao
dos complexos COO/Zn?* e COO/In®".
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Figura 5.99 - Valores medidos de ZP e DLS nas amostras de ZnS@CMC e
Zn(In)S@CMC. (Zn:In 1:0,3). DLS (n > 5) ¢ ZP (n > 15).

5.6.2 Caracterizacdo Espectroscopica

Para a caracterizacdo Optica foi empregada a técnica de espectroscopia UV-Vis.
Essa avaliacdo foi realizada pela banda de absor¢do associada a recombinacdo
excitdnica do semicondutor. Nas figuras 5.100 e 5.101 sdo mostrados os resultados de
espectroscopia UV-Vis para sintese de ZnS@CMC comparada com Zn(In)S@CMC e
0s Tauc, respetivamente. A concentracdo de [Zn] e [S] foi mantida igual em todas as
amostras [Zn?* = 0,5mM e S? = 0,5mM]. Como explorado no capitulo 5.4, nanocristais
de ZnS@CMC tem band gap em torno de 3,61eV para o0 “bulk” e em torno de 4eV para
nanocristais, assim é esperado absorcdo de energia pelo ZnS@CMC apenas na regido
do ultravioleta, em torno de 300nm. Por outro lado, a incorporagdo de In®* tende a
deslocar a absorgcdo Optica para regifes de baixa energia, consequentemente maior
comprimento de onda, devido ao menor band gap do sulfeto de indio (~2,2 eV). Na
regido espectral compreendida entre 190 e 450nm, foi observada uma banda em torno
de 290nm correspondente a transi¢do excitdnica do ZnS@CMC e um significativo
deslocamento desta banda nas amostras com In®*" na estrutura, como comprovado pelos
deslocamentos na energia de band gap determinadas pelo plot Tauc na Fig. 5.101 (A)

(3,9 eV — 3,3 eV). Este resultado é relacionado & presenca de In®* na estrutura do ZnS,
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que provoca uma absorcdo excitdnica em valores mais baixos de energia, devido a
reducdo do band gap do material, mesmo para a menor dopagem (Zn:In = 1: 0,1 — 10%).
Como pode ser observado, a sintese com o elemento In** na estrutura do ZnS provocou
a diminuico do band gap da casca, seguindo a variacdo de Zn?*/In® Fig. 5.101 (B) de
uma menor dopagem (10%), até a incorporacdo de maiores quantidade de In®* (~70%).

2,5¢ (@) ZnS-CMC
——(b) [Zn:In] =1:0,1
—(c) [Zn:In] = 1:0,2
2,0} — (d) [Zn:In] = 1:0,3
— (e) [Zn:In] = 1:0,5
- — (f) [Zn:In] = 1:0,7
S
S 1,5¢
g
(&)
@
o) 1,0 "
)
"
e!
< 0,5}
0,0t

300 400 500
Comprimento de Onda (nhm)

Figura 5.100 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) ZnS-CMC e (b-f)

Zn(IN)S@CMC em diferentes concentragdes do precursor de indio ([Zn?)/[In®]). A

concentracéo de ZnS foi mantida igual em todas as amostras [Zn?* = 0,5mM e S? = 0,5
mM]; ([Zn?*]/[In®1]), (b) 1:0,1, (c) 1:0,2, (d) 1:0,3, (e) 1:0,5 e (f) 1:0,7.
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Figura 5.101 — (A) Tauc para amostras de (a) ZnS-CMC e (b-f) Zn(In)S@CMC em
diferentes concentragdes do precursor de indio ([Zn?*]/[In®']). A concentragdo de ZnS

foi mantida igual em todas as amostras [Zn?* = 0,5mM e S? = 0,5 mM]; (B) variagdo do
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band gap em funcéo da razdo ([Zn?*]/[In**]).
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Na nanoestrutura Zn(In)S@CMC, a presenca de defeitos pela agdo dos ions de
indio na rede atua formando novos tipos de transi¢cBes possiveis, como pode ser
visualizado nos espectros de absorbancia pela presenca de bandas em torno de 344nm.
Nesta condicdo, transicdes ndo-radiativas para estados de defeitos na estrutura
(vacancias de enxofre (Vs) e metal (Vz), e atomos intersticiais, Is e 1zn) e posterior
recombinacdo radiativa em energias mais baixas do que a emissdo excitdnica sdo
possiveis. Medidas de fotoluminescéncia mostradas na figura 5.102, para, (a) ZnS@CM
e (b) Zn(IN)S@CMC, demostram o “quenching” na emissdo. Esse efeito tem sido
recentemente publicado por Gaspera et al @, sendo atribuido a diminuicdo dos
defeitos superficiais e a adicdo de multiplos niveis de energia dentro do gap do ZnS,
resultando em emissdo de fotons com baixa energia (infravermelho), além da criacéo de
caminhos para decaimento ndo-radiativo, principalmente associados a fénons, efeito ja

relatados para outros tipos de semicondutores (245-248),

7x10° —— (a) ZnS@CMC
—— (b) ZnS:In@CMC

6x10°1
5x10°1

4x10°1

PL (a.u.)

3x10°
2x10°

1x10°1

0
300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.102 - Medidas de PL de amostras de (a) ZnS@CMC e (b) ZnS:In@CMC.
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5.6.3 Andlise morfoldgica de Zn(In)S@CMC

Caracteristicas morfoldgicas, tamanhos e composi¢cdo elementar das amostras de
Zn(InN)S@CMC foram caracterizadas por MET, juntamente com a analise EDS. As
imagens de MET e espectro EDS sdo mostrados em Fig. 5.103(A) para amostras
sintetizada com estequiometria (Zn:In 1:0,3). Como uma tendéncia geral, observou-se
nanoparticulas razoavelmente bem dispersas e uniformes para todas as amostras. O
Zn(InN)S@CMC apresentou preponderantemente um plano com espacamento interplanar
de 3,2A (0,32 nm) que associamos ao plano (111) do ZnS, destacando nas imagens de
MET possiveis defeitos na estrutura associados a presenca de indio. O didmetro médio
medido foi de (4,5+0,5)nm. A figura 5.103(B) apresenta o resultado de EDS de Zn(In)S.
Pelo espectro medido sdo observados os picos referentes ao outro nas energias de ZnKa.
—8,6KeV, ZnKp — 9,5 KeV, SKa — 2,3KeV, InLa — 3,2KeV e InLb- 3,5KeV, que estdo
de acordo com os valores ja publicados na literatura, conformando a composicao

guimica dos nanocristais sintetizados.
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Figura 5.103 — (A) (a) Imagens de MET para Zn(In)S@CMC e (B) Espectro de EDS
para Zn(In)S@CMC. (Zn:In 1:0,3)
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5.6.4 Sintese e caracteriza¢do de Au@Zn(In)S-CMC

Foi realizada a sintese de Au@ZnS-CMC com modificacdo da estrutura da casca
pela adicdo de ions In®** (Au@2Zn(In)S-CMC). Na figura 5.104 s3o apresentados 0s
resultados ZP e DLS. No sistema Au@Zn(In)S-CMC foi claramente observado a
alteracdo na carga superficial devido a interagdo dos ions trivalentes (In®") com os
carboxilatos da CMC. Esse resultado ¢ associado aos complexos COO/Zn?* e COO-
/In®". A maior interacdo entre os fons trivalentes (In®) com os carboxilatos da CMC,
com reducéo de ~ - 452 mV para - 41+3 mV, devido a maior consumo de cargas
negativas nas cadeias poliméricas COO/Zn?* e COO7/In®*. A maior interagdo entre os
fons trivalentes (In®) com os carboxilatos da CMC modifica a conformacio do
polimero, com diminuicdo da repulsdo entre as cadeias poliméricas, resultando em

significativa reducao do Hp (~75+5 nm — ~40+4 nm).
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Figura 5.104 - Valores medidos de ZP e DLS com e sem a dopagem com In para
amostras de Au@ZnS-CMC. (Zn:In 1:0,3). (n > 5) e ZP (n > 15).
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A figura 5.105 apresenta os resultados de medidas de espectroscopia UV-Vis para
amostras de (a) AUNPs@CMC, (b) Au@ZnS-CMC e (c-e) Au@Zn(In)S-CMC em
funcéo da razdo [Zn?*]/[In®"]. A concentracio de AUNPS@CMC foi igual em todas as
amostras, 0 mesmo valendo para concentragdo de ZnS [Zn?* = 0,5mM e S = 0,5mM]; a
razdo Zn*/In*® foi de (c) 1:0,1, (d) 1:0,3 e (e) 1:0,7. Como pode ser observado, o
deslocamento batocrémico da banda de absorcdo exciténica é dependente do teor de
indio utilizada durante a nucleacdo e crescimento da casca de ZnS-CMC. O mesmo
efeito foi observado na sintese de ZnS:In@CMC, como mostrado na figura 5.100.
Atribuimos esse resultado a mudanga na estrutura de bandas do ZnS, que € proporcional

a quantidade de In*® inserido na estrutura cristalina do material.

A modificagdo da estrutura da casca de ZnS pela incorporacdo de fons In®",
resultou em um deslocamento batocrOmico do espectro de absorbéncia, devido a
alteracdo da estrutura da rede cristalina do semicondutor, além de ampliar o efeito de
“plasmon damping” sob o LSPR. No sistema Au@ZzZn(In)S-CMC, a probabilidade de
defeitos na estrutura é significativamente maior do que em nanocristais de ZnS@CMC,
devido a presenca de ions de valéncia trés (In®*), formando defeitos na estrutura e, ainda
ao mecanismo de nucleacdo e crescimento mediado pela CMC, que atua formando uma

estrutura tridimensional que acompanha a curvatura das faces cristalinas do ouro.
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Figura 5.105 — Espectros UV-Vis de amostras de (a) AUNPS@CMC, (b) Au@ZnS-
CMC e (c-e) Au@Zn(In)S-CMC em funcéo da razdo [Zn?*]/[In®] (c) 1:0,1, (d) 1:0,3 e
(e) 1:0,7.

Na nanoestrutura Au@2zZn(In)S-CMC, a presenca de defeitos na rede atua
formando novos tipos de transi¢es possiveis, como pode ser visualizado nos espectros
de absorbancia, pela presenca de bandas em torno de 344nm e pelo “onset” comecando
em torno de 450nm. Além disto, a probabilidade de presenca de defeitos €
significativamente maior devido ao mecanismo de nucleacdo e crescimento na
superficie curva das AuUNPs@CMC. Nesta condi¢do, transicdes nao-radiativas para
estados de defeitos na estrutura (vacancias de enxofre (Vs) e metal (Vzn), e atomos
intersticiais, Is e 1zn) e posterior recombinacgéo radiativa em energias mais baixas do que

a emissdo excitbnica sdo possiveis.

N&o entanto, medidas de fotoluminescéncia mostradas na figura 5.106, para, (a)
ZnS@CMC, (b) Zn(IN)S@CMC e (c) Au@Zn(In)S-CMC, demostram “quenching” na
emissdo. Esse efeito tem sido recentemente publicado por Gaspera et al %), sendo
atribuido a diminuicdo dos defeitos superficiais e a adicdo de multiplos niveis de
energia dentro do gap do ZnS, resultando em emissdo de fotons com baixa energia

(infravermelho), além da criacdo de caminhos para decaimento n&o-radiativo,
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principalmente associados a fénons, efeito ja relatados para outros tipos de
semicondutores 4248 Atribuimos esse efeito de “quenching” observado na emissdo
para nanoheterojuncdes Au@Zn(In)S-CMC, levando em consideracdo a complexa
estrutura de rede deste nanomaterial, devido ao intricado mecanismo de nucleacdo e

crescimento.
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Figura 5.106 - Medidas de PL de amostras de (a) ZnS@CMC, (b) ZnS:In@CMC e
ZnS@CMC e (c) Au@ZnS-CMC. (Zn:In 1:0,3)
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5.6.5 Andlise morfoldgica de Au@Zn(In)S-CMC

Caracteristicas morfoldgicas, tamanhos e composicdo elementar do Au@ZzZn(In)S-
CMC foram caracterizadas por MET, juntamente com a analise EDS. As imagens de
MET e espectro EDS sdo mostrados em Fig. 5.107. Como uma tendéncia geral,
observou-se nanoparticulas razoavelmente bem dispersas e uniformes com forma
predominante esférica para todas as amostras e com casca semicondutora recobrindo as
AUNPs. As nanoparticulas de Au@ZzZn(In)S-CMC apresentam preponderantemente um
plano com espacamento interplanar de 3,2A (0,32 nm) que associamos ao plano (111)
do ZnS, e espessura de casca de (2,7 + 0,5)nm. Na figura 5.107(B) é ainda apresentado
o resultado de EDS. Pelo espectro sdo observados os picos referentes as energias de
AuM, — 2,1 KeV, AuMg — 2,2KeV, AuL., — 9,7 KeV e AuLp — 11,4KeV, ZnKa —
8,6KeV, ZnKpB — 9,5 KeV, SKa - 2,3KeV, InL, — 3,2KeV e InLp - 3,5KeV,

confirmando a composigdo quimica dos nanocristais sintetizados.

Para caracterizagdo quimica foi ainda utilizada a técnica de EELS para analise de
distribuicdo elementar nas amostras de Au@Zn(In)S-CMC, cujos resultados s&o
mostrados na figura 5.108. Nesta figura sdo apresentados em (a) e (b) uma imagem
MET e MET no modo varredura das nanoestruturas nucleo-casca, respetivamente. Em
(c) uma imagem combinada da distribuicdo de ouro e zinco, em (d) a distribuicdo de
ouro pela medida da borda O23em 54eV, em (e) uma imagem de distribuicdo de zinco
pela medida da borda M2 3 em 87eV, e em (f) uma imagem de distribui¢éo de indio pela
medida da borda Mss 443 eV.
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Figura 5.107 — (A) Imagens de MET para Au@ZnS:In e (B) Espectro de EDS para

Au@ZnS:In. (Zn:In 1:0,3)
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(b) MET (varredura) (c) Au (vermelho) + Zn (Verde)

(e) Casca (zn) (f) Casca (In)

Figura 5.108 - Imagem MET (a) e MET no modo varredura (b) de Au@Zn(In)S-CMC.
(c) Mapa de distribuicdo de Au e Zn, (d) mapa de distribuicdo de Au, (¢) mapa de
distribui¢do de Zn, (d) mapa de distribui¢do de In. (Zn:In 1:0,3).

O conjunto dos resultados obtidos para os sistemas Zn(In)S@CMC e
Au@2zZn(In)S-CMC, demostram a efetiva modificacdo da casca de ZnS, conforme os
resultados de caracterizacdo morfologica e quimica. Por outro lado, a caracterizacdo
Optica, demonstrou a efetiva variacio do band gap em funcdo da razdo [Zn?*]/[In**].
Esse importante resultado, abre possibilidades de modulacdo das propriedades das
nanoheterojuncdes Au@zZnS, através de parametros de sintese, com implicacfes em
futuras aplicacdes. A inclusdo de ions trivalentes (In®) na estrutura cristalina da casca
resultou na supressao da emissdo de luz “quenching”, devido a complexa estrutura de
defeitos, demostrando que o mecanismo de nucleagdo e crescimento tem implicacOes

nas caracteristicas fisico-quimicas dos nanomateriais estudados.

202



5.7 Conclusoes

Pelo conjunto dos resultados obtidos, foram obtidas dispersdes coloidais de
AuNPs@CMC cristalinas, com didmetro em torno de 20 nm, estiveis e com
caracteristicas fisico-quimicas, coloidais e Opticas, dependentes do pH e do GS,
associado ao efeito da protonacdo dos carboxilatos (COO/COOH) nas cadeias
poliméricas da CMC no mecanismo de nucleagdo e crescimento coloidal.
AUNPS@CMC sintetizadas com CMC-77 apresentam distribuicdo homogénea de
diametros e, maior velocidade de reacdo para pH alcalino. A sintese com cadeias
poliméricas modificadas com o aminoacido arginina, resultou em nanoparticulas
cristalinas de didmetro 12 nm, demostrando o efeito da cadeia polimérica na nucleacdo
e crescimento de AuNPs@CMC e da flexibilidade dos coloides desenvolvidos para
modificagdes na quimica de reacdo e, sua influéncia nas caracteristicas dos sistemas
sintetizados. AUNPs@CMC nanoconjugados com a glicoproteina gp41 e AUNPs@CMC
com arginina conjugados com anticorpos anti-HIV1, foram aplicados como biossensor
para deteccdo de HIV com sensibilidade de pM, através de espalhamento de luz em
dispersdo coloidal, através de um inovador método de deteccdo referido como de LIA
(Laser immunoassay). A sintese de QDts de ZnS apresentou nanocristais com diametro
em torno de 3 nm e, caracteristicas dependentes das condi¢Bes de sintese, com
significativa emissao de luz (~430 nm) e QY de 0.3 %, sendo aplicados para bioimagem
de células cancerigenas de glioma. As condi¢bes quimicas da cadeia polimérica
(RCOO" — COOH), juntamente com a estequiometria de rea¢do (Zn:S), apresentou
efeito fundamental na nucleacdo e crescimento dos nanocristais, influenciando nas
propriedades Opticas. A casca de ZnS nanocristalina com espessura de 2,5 nm, garantiu
o confinamento quantico na nanoheterojuncdo, resultando em emissdo de luz (~430
nm), com o acoplamento plasmon/éxciton e mecanismos de transferéncia de
carga/energia na interface influenciando as ressonéncias de LSPR e a emisséo
fotoluminescente. A inclusdo de ifons trivalentes (In®") na estrutura cristalina da casca
resultou em ajuste do band gap e na supressdo da emissao de luz (quenching) devido a

complexa estrutura de defeitos.
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Capitulo 7 - Sugestoes de trabalhos futuros

De uma abordagem geral o nanomaterial desenvolvido neste trabalho pode ser
descrito entdo como, Mx@WyS-CMC; onde My é um nucleo metalico (Au, Ag, Cu, ect),
W;S € um sulfeto, tais como CdS, ZnS, ect e CMC; € uma modificacdo da CMC, tais
como a introducdo de aminoacidos e/ou outras moléculas de afinidade especifica na
cadeia polimérica. Essas caracteristicas, combinadas em um nanomaterial em disperséo
coloidal estavel, com sintese aquosa e sem necessidade de infraestrutura sofisticada para
producdo, abre caminho para aplica¢fes inovadoras em diversos campos de pesquisa
interdisciplinar. Além disto, esse nanomaterial tem promissores desenvolvimentos em
perspectiva, tendo em vista a possibilidade de utilizacdo dos métodos desenvolvidos
para variagdo das caracteristicas da nanoheterojuncao plasmonica fotoluminescente, tais
como, variacdo das propriedades plasménicas do nucleo pela utilizacdo de outros tipos
de metais, ou ainda, pela mudanca de morfologia e tamanho do nucleo. AlteracGes na
casca semicondutora podem levar a variagdes nas caracteristicas de emissdo do material,
tais como, crescimento de outros tipos de material semicondutor, com caracteristicas de

absorcéo e emissdo em diversas janelas espectrais.
Como sugestdes para trabalhos futuros:

¢ Nucleacdo e crescimento de uma casca de ZnS na superficie de diferentes tipos
de nacleo metélico (por exemplo AgNPs) pela mediacdo e estabilizacdo do
biopolimero CMC, para formacdo de nano-heterojuncGes metal/semicondutor
com diferentes valores de LSPR e avaliacdo das propriedades Opticas.

e Nucleacdo e crescimento de uma casca de outros tipos de materiais
semicondutores na superficie de AUNPs@CMC pela mediacdo e estabilizacdo
do biopolimero CMC, para formacdo de nanoheterojunces metal/semicondutor
com diferentes valores de band gap e avaliacdo das propriedades dpticas.

e Aplicagdo de nanoheterojungdes Au@ZnS-CMC e Au@ZnS:In-CMC.

206



Apéndice A1

Efeito da purificacdo através de centrifugacdo nas propriedades oOpticas de
nanoheterojuncdes Au@ZnS-CMC

A sintese da dispersdao coloidal de Au@ZnS-CMC pode ocorrer com formacéo de
ZnS@CMC livre. Para minimizar essa situacdo, as amostras de Au@zZnS-CMC foram
centrifugadas para separacdo de possiveis QDts de ZnS@CMC livre na dispersédo

coloidal.

A avaliacdo do processo de sintese em relacdo a producdo de estruturas ndcleo-
casca e de possivel nucleacgdo e crescimento de ZnS@CMC livre no coloide foi avaliada
pelas andlises de medidas de espectroscopia UV-Vis e PL nas etapas do processo de
purificacdo através de centrifugacdo. A figura Al apresenta os resultados das medidas
de UV-Vis para os sistemas de (a) AUNPs@CMC, (b) Au@ZnS-CMC, (c) amostra apds
a purificacdo por centrifugacdo e (d) sobrenadante resultante da centrifugacdo. As
figuras A2 e A3 apresentam destaque para as regides espectrais de 400 a 700nm e 190 a
400nm, respectivamente.

2,2

(b) — (a) AUNPs@CMC
— (b) Au@zZnS-CMC
— (¢) Au@ZnS-CMC Ultra Centrifugacéo
— (d) Sobrenadante

2,0
1,8
1,6

14}
. ) SPR, \ps.cvc = 218 NM
> 12F _
?‘_ SPR, sns.onc = 928 nm
:; 1,0 =~ SPRAUNPSVCMC Centrifugado = 528 nm
Q0
< 08

0,6
0,4
0,2

00F

300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura Al - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPs@CMC, (b)
Au@ZnS-CMC, (c) amostra ap0s a purificacdo por centrifugacdo e (d) o sobrenadante

resultante da centrifugacao.
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Os resultados evidenciam que a sintese ocorre com o crescimento de ZnS livre,
como pode ser observado pela banda de absorcdo excitdnica do ZnS nas figuras Al e
A3, na regido em torno de 290nm. Pelos espectros, é ainda possivel afirmar que a
remocdo do ZnS livre ndo altera o deslocamento observado do LSPR, que é devido a
presenca da casca de ZnS nas AuNPs@CMC. Mais importante, foi observado que o
LSPR é amortecido devido ao crescimento da casca de ZnS, evidenciado pela reducédo

da intensidade de absorcdo nestes sistemas.

0,6
— (a) AUNPs@CMC

— (b) Au@ZnS-CMC

— (C) Au@ZnS-CMC Ultra Centrifugacéo
— (d) Sobrenadante

04}
SPR =518 nm

AuNPs-CMC

SPR =528 nm

AuzZns-CMC

SPR =528 nm

AUNPs-CMC centrifuged

Abs (a.u.)

0,2

0.0 oo o i
200 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura A2 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPs@CMC, (b)
Au@ZnS-CMC, (c) amostra ap6s a purificacdo por centrifugacdo e (d) sobrenadante
resultante da centrifugacdo (Inset: foto ap6s a centrifugacdo mostrando Au@ZnS-CMC

depositado no fundo do eppendorf).
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Figura A3 - Medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras de (a) AUNPs@CMC, (b)
Au@ZnS-CMC, (c) amostra ap6s a purificacdo por centrifugacdo e (d) sobrenadante

resultante da centrifugacao.

O efeito do processo de centrifugacdo foi ainda avaliado por medidas de
espectroscopia de fotoluminescéncia, sendo os resultados apresentados na figura A4.
Pelos espectros medidos, foi possivel concluir que a sintese ocorre com o crescimento
de ZnS livre, como observado pela elevada emissdo do sobrenadante resultado da
purificacdo (ZnS livre), comprovando a discussdo apresentada pelos resultados de UV-
Vis. Contudo, a emissdo do sistema nlcleo-casca é ainda intensa mesmo apds o
processo de remoc¢do do componente de ZnS livre, comprovando que a casca de ZnS
integrada ao ndcleo de AuNPs@CMC, apresentam emissdo de luz caracteristica do
ZnS.
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Figura A4 - Medidas de espectroscopia PL de amostras de (a) Au@ZnS-CMC, (b)

Au@2zZnS-CMC apo6s a purificacdo por centrifugacdo, (c) sobrenadante resultante da

centrifugacdo e (d) ZnS@CMC para comparagéo.
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