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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

APLICACAO DE POLIMEROS NA CONSTRUCAO DE
NANOMATERIAIS HIBRIDOS AUTO-ORGANIZADOS

AUTORA: Roberta Cristina Barros Scaravelli
ORIENTADORA: Profd. Dra. Vanessa Schmidt Giacomelli

Neste trabalho a sintese em unica fase/etapa de nanoparticulas de ouro hibridas
organico-inorganicas do tipo casca nucleo (AuNPs) facilitadas por copolimeros em bloco
anfifilicos funcionalizados com grupos aminos e que simultaneamente atuam como agente
redutor e estabilizante foi investigada. Os experimentos foram realizados com énfase nas
respostas frente ao pH do copolimero tribloco poli(éxido de etileno)-b-poli(metacrilato de
2,3-diidroxipropila)-b-poli(metacrilato de 2-(diisopropilamino)etila) e que permite a quimica
direta de reticulagédo das estruturas micelares.

A relacdo entre estrutura e reatividade do copolimero associada a formagéo das AuNPs
foi estabelecida usando uma série de seis macromoléculas semelhantes aos blocos
constituintes do copolimero. A formacdo das AuNPs é dependente do equilibrio de
dissociacdo envolvendo grupos aminos terciarios, espécies de Au(lll) e também do potencial
eletroquimico redox. Os efeitos desses parametros levam a formacdo de AuNPs quando da
mudanca de pH de 3,5 (cadeias poliméricas dissolvidas — ndo formam AuNPs) para pH 6,8 ou
maior (polimero auto-organizado em micelas esféricas — coloides estaveis de ouro s&o
produzidos), e quando o potencial de reducdo dos ions Au(lll) mudam para a regido catodica
e o potencial de oxidacdo dos grupos aminos desprotonados presentes no copolimero diminui.

A cinética de crescimentos das AuNPs apresentou em todos os casos perfil sigmoidal
apos o periodo de inducdo caracteristicos da sintese. Coloides de ouro estaveis, bem definidos
e estabilizados pelo copolimero com ressonancia plasmonica de superficie centrado em cerca
de 530 nm foram produzidos em etapa Unica, dois reagentes, sem reagdes paralelas na
estequiometria [N]/[Au(lll)] entre 3,5 e 25.

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro, metodos de sintese, copolimeros em bloco, agente

redutor, agente estabilizante.



ABSTRACT

Master Dissertation in Inorganic Chemistry
Post-Graduated Program in Chemistry
Federal University of Santa Maria

POLYMER APPLICATION IN THE CONSTRUCTION OF SELF-
ASSEMBLY HYBRID NANOMATERIALS

AUTHOR: Roberta Cristina Barros Scaravelli
ACADEMIC SUPERVISOR: Profé. Dr2. VVanessa Schmidt Giacomelli

In this work the single-step/single-phase synthesis of hybrid organic-inorganic core-
shell gold nanoparticles (AuNPs), facilitated by amino-functionalized amphiphilic block
copolymers that simultaneously play the roles of reductant and stabilizer, was investigated in
this study. Experiments were devised with emphasis on the pH-responsive poly(ethylene
oxide)-b-poly(2,3-dihydroxypropyl methacrylate)-b-poly[2-(diisopropylamino)ethyl
methacrylate] triblock copolymer, which allows direct chemical cross-linking of the micellar
structures to be performed.

The polymer structure-reactivity relationship associated with the AuNP formation was
established using a set of six structurally related macromolecules. AUNP formation was
dependent on the aqueous dissociation equilibrium involving tertiary amino groups, the
Au(lll) speciation, and electrochemical redox potentials. The effects of these parameters on
the synthesis of AuNPs change as the solution pH is increased from pH 3.5 (molecularly
dissolved polymer chains; no AuNP formation) to 6.8 or higher (polymer chains self-
assembled into spherical micelles; stable gold sols are produced), and Au(lll) reduction
potentials shift toward the cathodic region whilst the oxidation potential of deprotonated
amino groups decreases.

Sigmoidal nanoparticle growth kinetics was observed in all cases after a characteristic
induction period. Stable, well-defined, uniform polymer-coated gold colloids with localized
surface plasmon resonance centered at 530 nm can be conveniently produced in one-pot, two-

reactant, no work-up reactions when the stoichiometry is [N]/[Au] = 3.5 - 25.0.

Keywords: Gold nanoparticles, synthesis method, kinetics, block copolymers, reducing agent,

capping agent.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO E OBJETIVOS
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Introducéo

Métodos de sintese e manipulacdo de materiais para o preparo de coloides e interfaces
poliméricas com capacidade de formar estruturas hierarquicas, hibridas e estaveis vém
ganhando cada vez mais espago dentro da ciéncia de materiais. Grande parte do interesse
nesse ramo da ciéncia nanométrica é devido ao potencial que esses materiais possuem e que
garantem sua aplicacdo em dareas tecnoldgicas, como em sistemas Opticos, eletrdnicos,
mecanicos e biomédicos. A aplicabilidade é possivel devido a combinacdo entre as
propriedades individuais dos materiais de base e aos efeitos da dimensionalidade

nanométrica®?3

, além da combinacgdo entre componentes organicos e inorganicos na geracao
desses coloides e interfaces.

Dentre os métodos adotados para que a sintese e estabilizacdo de sistemas coloidais
auricos sejam eficientes esta a quimica de tidis, em virtude das reconhecidas interagdes com
Au(0)*, entretanto essa apresenta desvantagens, como o uso de solventes organicos,
subprodutos dos agentes redutores e baixa estabilidade relativa a longo prazo das ligacdes
Au-S. Buscando minimizar as desvantagens desses métodos, pesquisas levaram a um avanco
significativo na engenharia de superficies de nanoparticulas de ouro (AuNPs) (enfoque
principal deste trabalho) ja que a mesma, através da manipulacdo das propriedades fisico-
quimicas das interfaces AuNP/vizinhancas, intervém na estabilidade coloidal, podendo
também alterar as propriedades Opticas dos sistemas.

A interacdo entre macromoléculas e nanoparticulas ndo €, contudo, um processo
entropicamente favoravel, pois a instabilidade termodindmica associada com interacdo entre
materiais dissimilares pode induzir a aglomeracdo das particulas.>>® Assim, a engenharia de
superficie das AuNPs é fundamental para modificar as propriedades fisico-quimicas das
interfaces AuNP/vizinhancas, permitindo assim a manipulagdo da estabilidade coloidal e das
propriedades opticas.

InteracOes especificas (eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, complexacdo seletiva,
etc.) entre fungBes quimicas antagonistas podem promover, vantajosamente, a combinacao
entre polimeros e AuNPs com base num ganho de entalpia superior a penalidade entrépica
(devida a usual necessidade de estiramento das cadeias do polimero). A insercao/criacdo de
tais caracteristicas nos sistemas coloidais (i.e.: capacidade de interagir com outras entidades)
implica em mudangas profundas nos métodos de sintese/modificagdo dos blocos elementares

(unimeros) que quando associados formam as particulas.
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Por conseguinte, a construgdo de nanoestruturas auto-montadas hibridas, orgénico-

inorganicas, com diversos niveis hierarquicos®"®

, se valendo de copolimeros em bloco
versateis, constitui uma classe relevante de blocos elementares e de destacada importancia
para respostas frente a variagdes nos parametros da vizinhanga, como temperatura e pH, bem
como a auto-organizacao macromolecular, a qual influencia diretamente objetos nanométricos
formados em funcdo das propriedades fisico-quimicas das cadeias de polimeros. A
micelizacdo desses pode levar a morfologias nanométricas que vao desde micelas esféricas,
passando por cilindricas, até esferas ocas, dentre outras.™>°

Devido as vérias formas de auto-organizacdo dos polimeros, a arquitetura molecular
reflete diretamente na cinética e termodinamica de processos de micelizacdo e de sintese de
nanoparticulas. A sintese de AuNPs que possuam propriedades de superficie especificas tem
sido realizada, inovadoramente, utilizando-se de copolimeros em blocos — como, por
exemplo, o copolimero linear do tipo ABC a base de poli(6xido de etileno)-b-poli(metacrilato
de 2,3-diidroxipropila)-b-poli(metacrilato de 2-(diisopropilamino)etila) (PEO-b-PG2MA-b-
PDPA)™, também utilizado neste trabalho — que atuam, simultaneamente, como agente

redutor e estabilizante*2*314

, tornando possivel a sintese de coloides de ouro com um
ndmero minimo de componentes, em uma Unica etapa e a temperatura ambiente. A
versatilidade do copolimero em bloco PEO-b-PG2MA-b-PDPA quando em solucdo, organica
e/ou aquosa ja foi relatada na literatura em que € possivel sua auto-organizacdo em cinco
diferentes formas de agregados além do controle do pH permitir o controle de conformacéao
das cadeias de unimeros do copolimero em questdo.'® Separadamente, os trés segmentos que
compdem este polimero facilitam a sintese em circunstancias adequadas. Realizaram
experiéncias utilizando um conjunto de seis macromoléculas estruturalmente relacionadas
para determinar a relacdo entre estrutura e reatividade do polimero. A cinética da formacao
das nanoparticulas de ouro esta diretamente ligado ao equilibrio aquoso envolvendo grupos

amino terciarios, espécies de Au(lll) e os potenciais eletroquimicos redox.

Objetivos

O objetivo principal é desenvolver estratégias para a preparacdo de estruturas
hierarquicas hibridas formadas a partir de copolimeros em bloco e nanoparticulas de ouro,

componentes organicos e inorganicos respectivamente, visando a aplicagdo em técnicas de
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diagndsticos por imagem, catalise, desenvolvimento de sensores e produtos opto-eletronicos.

A obtencdo de sistemas hierdrquicos com base em processos de auto-organizacdo de

macromoléculas anfifilicas e suas interacbes com particulas metalicas serdo priorizadas,

independente das caracteristicas dos sistemas particulados que serdo preparados.

Duas principais estratégias foram desenvolvidas a fim de obter tais materiais:

a)

b)

Sintese de nanoparticulas hibridas mediante a reducdo e estabilizagdo em meio
aquoso de espécies provenientes do acido tetraclorodurico (HAuCl,) por polimeros
funcionalizados, sem a adi¢do de quaisquer outros aditivos, conforme descrito

anteriormente®®**,

€,

Construcdo de sistemas hibridos através da sintese de nanoparticulas de ouro, e
subsequente decoracdo e/ou incorporacdo das mesmas por micelas de copolimeros
em bloco de morfologia esférica, e com capacidade de resposta frente a estimulos

externos, como pH e temperatura.

Dentro dessas duas principais estratégias sintéticas serdo abordados especificamente:

i)

i)

Vi)

Estudar a influéncia da natureza, arquitetura, concentracdo e composicao de
amostras de copolimeros que produzem agregados capazes de interagir com
nanoparticulas metélicas;

Determinar a estrutura e dindmica das micelas poliméricas através de técnicas de
espalhamento de luz dindmico (DLS) e também de técnicas microscopicas, como
a microscopia eletrénica de transmissdo (TEM);

Avaliar os mecanismos cinéticos e dos processos de obtencdo dos sistemas
coloidais contendo nanoparticulas auricas com o auxilio da espectroscopia no
ultravioleta e visivel (UV-vis);

Investigar a estabilidade dos agregados em funcéo das condi¢des experimentais de
pH, temperatura e concentra¢do durante a sintese dos coloides hibridos, através
das técnicas de UV-vis e DLS.

Estudar o efeito da incorporacdo das nanoparticulas em micelas sobre as
propriedades do plasmon ressonante de superficie (PRS) por espectroscopia de
UV-vis g;

Avaliar a capacidade de polimeros contendo estruturas quimica e estrutural

distintas na formacdo de nanoparticulas de ouro.
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2.1 Nanoparticulas de ouro

O ouro é um dos mais conhecidos metais desde os tempos mais remotos, simbolo de
poder e riqueza, somente os mais influentes é que tinham acesso ao famoso metal nobre. Com
seu brilho caracteristico encantava a todos, incluindo alquimistas, como Nicolas Flamel, os
quais davam grande importancia, nas suas pesquisas, para o descobrimento da “pedra filosofal
(Lapis Philosophorum)”, que consistia no desejo de transformar todo e qualquer metal
inferior no reluzente metal de cor amarelo brilhante.

Porém a antiguidade ndo conheceu apenas o ouro atdmico, de coloragdo e brilho
proprio. O ouro nanoparticulado ja estava presente nas eras mais antigas. Datada do século
IV, a taca de Licurgo apresenta, em sua composi¢do, nanoparticulas de ouro e prata que lhe
conferem a cor verde ou vermelha quando visualizada por reflex&o ou transmissao da luz*,

respectivamente (figura 1).

Figura 1. Taca de Licurgo visualizada pelo fendmeno de reflexdo (verde) e de transmissao da luz (vermelha)™.

Praticamente esquecido durante a quimica moderna, apesar de seu valor continuar
inestimavel, o ouro, por ser um metal inerte, deixou de ser interesse frequente de pesquisas
cientificas. Com as areas da nanociéncia e nanotecnologia emergindo no cenario cientifico, a
dimensdo nanométrica dos objetos e sua dependéncia com as propriedades das substancias
fizeram renascer o interesse no metal. Os materiais nanoestruturados tém tido papel principal

nas pesquisas nanotecnologicas, ja que as propriedades eletronicas, Opticas e mecanicas
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podem ser alteradas quando o material encontra-se em dimensdes muito pequenas enquanto
que a composicao quimica ndo € alterada.

Impulsionados pela utilizacdo de ouro nanoparticulado em ciéncias biomédicas, como
em diagndsticos por imagem e terapias contra o cancer, os estudos sobre as nanoparticulas
tém crescido nos Gltimos anos.'®*’ Isso se deve, principalmente, & biocompatibilidade do
ouro™® e ao controle do tamanho das nanoparticulas'®, além da facil alteracdo da superficie
metalica e caracterizacdo dos nanomateriais através da presenca da banda de plasmon

ressonante de superficie dos mesmos.

2.2 Sintese de nanoparticulas de ouro

Sinteticamente existem diversos métodos para o preparo de nanoparticulas de ouro,

porém a uniformidade do tamanho das particulas formadas é um desafio nem sempre atingido.
Um método comum é aquele que envolve a reduco de fons AuCl, por moléculas de citrato.

A alta temperatura, 0 citrato atua também como agente estabilizante, que impede a
aglomeracdo das nanoparticulas. Este método, desenvolvido por Turkevitch et al***, produz
particulas entre 12 — 60 nm com desvio padrdo de cerca de 10 a 16%. Brust et al®?
desenvolveram o método, que se tornou o0 mais popular para a sintese de nanoparticulas
auricas, nele as particulas formadas apresentam tamanho entre 1 — 3 nm e necessita-se de um
agente redutor (tetrahidroborato de sddio) e de um agente passivante, geralmente derivados de
tidis, como alcanotidis de cadeia longa. Uma desvantagem desse método é o uso de solventes
organicos, por exemplo, meio bifasico tolueno/agua, no preparo das particulas. Alterando-se a
concentracdo do agente protetor, tidis, consegue-se um controle sobre o tamanho das
nanoparticulas formadas (2 — 5 nm).% Pesquisas tém mostrado que outras espécies, que n&o
contenham enxofre, também sdo eficientes agentes estabilizantes de nanoparticulas de ouro,
como fosfinas®*, polimeros funcionalizados® e dendrimeros.?®?’

Os métodos comumente empregados na sintese de AuNPs podem ser classificados
como método top-down ou bottom-up. No primeiro, parte-se do material em escala maior é
manipulado até que se atinjam nanoestruturas do tamanho desejado, enquanto que, no
segundo, nanomateriais sao crescidos atomos a atomos, molécula a molécula e até

macromoléculas atraves do arranjo hierdrquico dos elementos constituintes e, quando o
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tamanho desejado é alcancado, a reacdo é interrompida, por exemplo, pela adicdo de um
agente passivante.”® No processo de bottom-up, os processos de hierarquizacdo podem ser
dirigidos tanto por forcas fisicas quanto por forcas quimicas. A figura 2 apresenta,

esquematicamente, duas rotas para formacgdo de nanoparticulas, bottom-up (A) e top-down

(B).

(A)
= '. --.....
(8)

. L «® ®
PY = ® ,..
9,
O |(°0°
Figura 2. Esquema de formagéo de particulas em dimensBes nanométricas através do método botton-up (A) e
top-down (B).%

Na sintese por bottom-up o precursor metalico é decomposto em atomos de ouro que
serdo nucleados e posteriormente crescidos gerando coloides monodispersos, ja na sintese
top-down imagina-se um bloco grande do metal sendo quebrados em pedagos menores e estes
uniformizados por forcas de cisalhamento, através de um mecanismo semelhante ao de
emulsificacdo, na presenca de um agente passivador.?®

Dois processos sdo essenciais para a sintese com tamanho controlado de
nanoparticulas metélicas: nucleagdo e crescimento. Na conhecida sintese com citrato, o
tamanho € influenciado pelo baixo poder redutor e estabilizante do mesmo, formando
nanoparticulas maiores. Ja para 0 método desenvolvido por Brust?, o forte poder redutor do
tetrahidroborato de s6dio em reduzir o ouro produz maior quantidade de ndcleos, enquanto
que o0 agente passivador (mais forte que o citrato) inibe drasticamente o crescimento das
nanoparticulas de ouro. Murray et al®® mostraram que, apesar dessa dréstica inibicdo, as
nanoparticulas continuam a crescer, lentamente, apos a sintese.

Os processos de nucleagéo e crescimento sdo caracterizados pela formacao inicial de
pequenos cristalitos (ou nucleos) que sdo pequenas ilhas formadas por poucas camadas de

atomos, e com energia de coesdo entre eles que deve ser suficiente para evitar um processo de
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dissociagd0.*32 A partir de entdo, os nlcleos formados crescem e podem dar origem as
diferentes morfologias em escala nanométrica, como esferas, quadrados, hexagonos. A etapa
de crescimento dos nucleos, bem como a velocidade dela, esté relacionada com processos de
difusdo e com os gradientes de concentracdo e temperatura, influindo na coeséo dos clusters

formados na etapa de nucleacio ou na adsorcéo de mais 4&tomos a superficie do cluster.3%3%

2.3 Propriedades das nanoparticulas de ouro

O tamanho das nanoparticulas interfere nas suas propriedades opticas e eletronicas. Os
metais na forma bulk possuem essas propriedades dirigidas pelas bandas de energia
(continua), porém apresentam um desvio do comportamento ideal quando ocorre a reducgao no
tamanho (nanoparticulas apresentam estruturas de bandas com energias diferentes) e é dessa
forma que particulas em escala nanométrica possuem um caminho livre médio dos elétrons
que excede o raio da particula, podendo ser excitados pela luz visivel.*

A figura 3 mostra que os elétrons livres na superficie da nanoparticula sofrem a acdo
do campo elétrico da onda transiente direcionando-se em sentido contrario ao do campo
elétrico momentaneo. A absorcdo e/ou espalhamento da luz incidente na espectroscopia de
absorcdo no ultravioleta e visivel se da pelo movimento oscilatério dos elétrons livres da
nanoparticula e este movimento, por sua vez, é alcancado a medida que a onda se desloca pela

particula, causando a inversdo na direcdo alternadamente.®

Campo Elétrico

Figura 3. Esquema da interagdo de uma nanoesfera metélica com a luz. O campo eletromagnético da luz induz
uma oscilacdo dipolar da conducdo eletrdnica através da particula.
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O resultado da interacdo da radiacdo eletromagnética é a oscilacdo coletiva dos
elétrons de conducgdo deixando a superficie carregada e gerando um momento dipolo. Esse
excesso de cargas é compensado por uma forca de restauracdo nas nanoparticulas, dessa
forma somente um comprimento de onda é ressonante e este, por sua vez, gera a banda de
absorcéo de plasmon de superficie.*>%

As diferentes bandas energéticas cuja variacdo € alterada com o tamanho das
particulas estdo apresentadas na figura 4 e tém influéncia na energia da transicéo eletrénica e,
consequentemente, na coloracdo que as dispersdes coloidais apresentam, além de afetarem as
propriedades eletronicas e Opticas. Essa influéncia esta relacionada com a densidade de
estados eletronicos, do tamanho e da forma das nanoparticulas, além da distancia entre as
particulas vizinhas, a morfologia e também a presenca de camadas protegendo a

nanoparticula.>*3’
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Figura 4. Evolucdo da banda gap e densidade de estados de materiais metalicos com relacdo ao nimero de
atomos no sistema.

Solucdes coloidais de ouro, que apresentam coloracdo vermelha intensa, apresentam
nanoparticulas de tamanho menor que as solugdes que tendem a cor azul. Estas Ultimas

apresentam a banda absor¢do de plasmon ressonante de superficie (PRS) em maiores
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comprimentos de onda, ou seja, a energia de transicdo entre as bandas de condugéo e valéncia
é menor, apresentando um aumento na densidade dos estados eletrénicos.

A banda de plasmon ressonante de nanoparticulas metalicas é sensivel ao ambiente em
gue a mesma se encontra. No nucleo de uma micela, por exemplo, faz com que sistemas
hibridos a base de nanoparticulas metalicas tenham resposta dptica em sistemas de detec¢éo e
de imagem. Agregados de AuNPs com oligonucleotideos provocam uma mudanga de, do
vermelho para o azul (mudanca no PRS de 520 para 600 nm), e esta € Gtil no método para
deteccdo de DNA. Assim, controla-se parametros, como a composicdo da AuNP e
estabilidade térmica dos agregados, com a finalidade de conseguir melhorar as propriedades
Opticas, mecanicas e elétricas das AuNPs. Por exemplo, a atividade Optica, devido ao PRS das
AuNPs de 13 a 17 nm de didmetro, levou ao desenvolvimento de um método altamente
seletivo de diagnostico do DNA, baseado na distancia relativa do PRS das AuNPs.*

As nanoesferas de ouro e também nanobastbes sdo utilizados para detecgdo de
marcadores de células cancerosas através da medicdo das bandas PRS. Nanoparticulas
protegidas por polimeros e biomoléculas sdo excelentes candidatas a marcadores com
aumento de sinal do PRS, j& que as nanoparticulas quando aderidas as membranas celulares
apresentam baixa relacdo ruido-sinal. Quando protegidas por macromoléculas, pequenos
agregados de ouro nanoparticulado tém grande potencial para detectar moléculas individuais
com base no PRS.*° Nanoestruturas de ouro vém sendo amplamente utilizada como
ferramenta de diagnostico, como na tomografia de coeréncia éptica, por ser um método nédo
invasivo que produz imagens in situ de tecidos bioldgicos e materiais. A dispersdo da luz
pelos tecidos é responsavel pelo contraste da imagem, o que a relaciona fortemente com as
propriedades intrinsecas Opticas da amostra bioldgica, bem como do agente de contraste.
Recentemente, varios tipos de agentes de contraste foram pesquisados com base no
espalhamento ou absorcdo dptica e se mostraram satisfatorios para imagem oOptica. As AuNPs
sdo atraentes para a técnica devido aos comprimentos de onda dos PRS poderem ser ajustados
pelo controle de tamanho e forma das mesmas, alem de, dependendo da estrutura, absorver
fortemente a radiacdo infravermelha proxima e a térmica, visando o tratamento pela elevagéo

da temperatura.***?
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2.4 Copolimeros em bloco

Se em uma molécula existe uma ou mais unidades que se repetem (unidades
monoméricas), resultando em alto peso molecular, dizemos ser um polimero (ou
homopolimero) quando s6 ha um tipo de unidade repetitiva, ou copolimeros quando ha dois
ou mais tipos de mondmeros. As unidades monoméricas sdo conectadas via ligacoes
covalentes e o produto hibrido formado apresenta propriedades combinadas dos monémeros
constituintes e, com isso, as possiveis aplicacdes abrangem uma gama de opgdes.

Quando se trabalha com mondmeros de comportamentos quimicos desiguais, como a
solubilidade frente a um determinado solvente, para o fabrico de macromoléculas temos os
chamados copolimeros em bloco anfifilicos, classe esta que vem recebendo atencdo especial
devido as estruturas organizaveis que sao possiveis alcangar com a macromolécula mediante
condicdes seletivas.

Os copolimeros em bloco sdo assim classificados por apresentarem grandes cadeias
sequenciais de apenas um mondmero. Além disso, outra classificacdo é quanto ao numero de
unidades diferentes constituintes: como diblocos, quando se tem dois mondmeros diferentes,
triblocos, quando séo trés, e terpolimeros (ou multiblocos), quando as unidades diferentes séo

quatro ou mais.

2.4.1 Auto-Organizacao e nanoestruturas de copolimeros em bloco

Copolimeros nos quais 0s blocos constituintes apresentam caracteristicas diferentes
tendem a separar-se 0 maximo possivel devido a fatores termodindmicos e func¢des quimicas
antagbnicas, porém a unido covalente dos blocos constituintes limita essa separacdo. As
macromoléculas com caracteristicas opostas tendem, entdo, a se organizar de modo a
minimizar forcas de segregacdo, esta se da através da auto-organizacdo periodica, gerando
micro e nanoestruturas. As nanoestruturas que serdo formadas dependem tanto do volume
guanto da arquitetura e tamanho das cadeias poliméricas.*?

Copolimeros diblocos séo os copolimeros mais simples, sendo constituidos por apenas
dois tipos de mondmeros. Assim, é essa composic¢ao de blocos AB que controla a geometria

das nanoestruturas. A composicdo é dada pela fracdo de volume, f, do bloco A ou B, isto &,
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f=Na/N ou f = Ng/N, e N = Na + Ng. Portanto, de acordo com a fragdo dos blocos e o grau
de imiscibilidade desses, a macromolécula pode se auto-organizar em microestruturas de
diversos tipos, como lamelas e hexagonos e também micelas, vesiculas e micelas cilindricas,

estes Ultimos em solucdo, os primeiros na fase bulk***4*°, representadas na figura 5.

Micela

Micela
Cilindrica

Girdide

' ' R

MLAM

Vesicula

PLAM
LAM

Figura 5. Representacdo de possiveis estruturas auto-arranjadas para macromoléculas poliméricas em solugdo
(esquerda) e na fase bulk (direita).>**

A possibilidade de auto-organizacdo de copolimeros anfifilicos em solugdo leva a um
estudo criterioso com relagdo as possiveis morfologias e também aos fendbmenos que
contribuem para a formagdo das nanoestruturas organizaveis, como a micelizacdo e as
propriedades ligadas a formacdo delas. Partindo-se do conceito de imiscibilidade dos blocos
constituintes dos copolimeros, quando estes sdo dissolvidos em determinado solvente, havera
blocos com maior e outros com menor afinidade pelo mesmo. Esse é um dos principios
bésicos para que ocorra a micelizagdo, e a escolha do solvente é fator determinante na
estrutura que se formara.

As estruturas ordenadas sdo formadas para que o contato entre o solvente e o bloco
insolGvel seja minimizado. Isso ocorre, pois, 0s blocos insoltveis se orientam a fim de formar
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um nucleo que minimize a interacdo com o solvente. O restante da cadeia polimérica, ou
blocos solaveis, formam uma corona ao redor do nucleo solvofobico. Quando temos nucleo e
corona formados, o processo de micelizacdo ocorreu e a micela formada apresenta corona

solvofilica e ndcleo solvofdbico, como exemplificada na figura 6.

Nucleo Hidrofébico

% Auto-organizagio

A-b-
()

Figura 6. Processo de micelizacdo, em meio aquoso, de um copolimero anfifilico diblocos levando & formacéao
de micelas esféricas do tipo ntcleo-corona.’

As nanoestruturas sdo formadas porque ocorre um balanco entre os blocos insollveis
em &gua, 0s quais tendem a se agregar, e 0s blocos solGveis em agua, que tendem a se repelir.
Essa repulsdo é responsavel por limitar o tamanho dos agregados.® Parametros fisico-
quimicos, como a tensdo superficial na interface nicleo-coroa, as interacfes entre as cadeias
que formam a coroa da estrutura auto-organizada, a forca de interacdo entre os blocos e
solvente (pardmetro de interagdo Flory-Huggins, %) e também a fracdo de volume, f, de cada
bloco constituinte definem a relagéo entre as forcas de atracéo e repulsdo existente nas cadeias
poliméricas.*”® Esses parametros s&o alguns dos que norteiam a engenharia macromolecular e
de superficie para que novos polimeros apresentem as caracteristicas necessarias para
determinada aplicabilidade.

A escolha do método adequado para que ocorra a micelizagdo do polimero depende
principalmente da solubilidade do mesmo no meio onde as estruturas devem ser obtidas. Por
isso, os procedimentos para preparacdo das micelas podem diferir de uma macromolécula
para outra, 0 método mais usual em estudos de copolimeros em bloco anfifilicos em solucdo é
0 de dissolugédo indireta, porém o método utilizado neste trabalho foi o de induzir a auto-
organizacao através de estimulos. Os principais métodos utilizados s&o:*’

1) Dissolugéo direta;

2) Dissolucéo indireta (método de dialise ou evaporacdo do solvente);
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3) Auto-organizacdo induzida por estimulos (variacdo de pH, temperatura, etc.);

4) Reidratagdo de filmes finos; e

5) Emulséo.

Visto que as estruturas auto-organizadas sdo formadas por macromoléculas organicas,
elas vém sendo amplamente utilizadas para interagir com nanoparticulas metalicas, sendo
assim decoradas por elas através de interacdes eletrostaticas entre as entidades quimicas
presentes no polimero e nas particulas inorganicas. Nanoparticulas de ouro, as quais Sdo o
enfoque desse trabalho, com diferentes propriedades de superficie ja demonstraram grande

habilidade quando decoradas por macromoléculas.****>

2.5 Sistemas hibridos nanoparticula-polimero

Para nanoparticulas de ouro, Sakai e Alexandridis®* propuseram um mecanismo de trés
etapas para a sintese das AuNPs por macromoléculas e posterior decoracdo dessas. No
mecanismo a primeira etapa consiste na reducdo do ion metalico pela macromolécula em
solucdo. Numa segunda etapa ocorre a adsorcdo do copolimero em bloco na superficie do
cluster formado e consequente reducdo de ions metalicos na vizinhanga e, por fim,
crescimento das particulas metalicas e estabilizacdo coloidal das mesmas pelo copolimero
numa terceira etapa.

A forma e o tamanho das nanoparticulas metélicas sdo determinados pela competicédo
entre a nucleacdo, reducdo do ion metalico na solucdo, que ocorre na 12 etapa, e a reducdo que
se da na superficie da particula, processo que ocorre na 22 etapa. Quando a nucleacdo ocorre
no bulk da solucdo, maior quantidade de nanoparticulas € formada, enquanto que, quando a
nucleacdo/reducdo se da na superficie da particula, observa-se um aumento no tamanho das
nanoparticulas formadas.>**?

Vaérios trabalhos tém sido reportados na literatura sobre a confeccdo de sistemas
hibridos orgénico-inorganicos em escala nanométrica. Polte et al** estudaram sistemas
AUNP@F-127 combinando técnicas de espalhamento de raios-X a baixos angulos e
espectroscopia de raios-X, a fim de monitorar a formagdo de nanoparticulas em solugéo.

13
|

Assim como Polte, Sakai et al™ também estudaram varios copolimeros da série pluronic,

copolimeros com diferentes fracdo de volume dos blocos constituintes - oxipropilénicos e
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oxietilénicos - na formacdo de nanoparticulas de ouro, explorando a cinética e 0 mecanismo
de formac&o dessas e também sua estabilidade na presenca de copolimeros anfifilicos.

Além dos polimeros pluronics, outros copolimeros com func¢des antagonistas tém sido
utilizados na sintese de sistemas hibridos, como o tetronic 904 (um copolimero dibloco a base
de polioxido de etileno — PEO — e de polidxido de propileno — PPO), o qual possui estrutura
em X devido a presenga de um grupo etilenodiamina, onde os substituintes sdo as cadeias

poliméricas. Esse sistema foi utilizado pelo grupo de Mosquera et al*?

na formacdo de
nanoparticulas auricas. Com a estrutura de polioxiaminas, o copolimero adquire maltiplos
estimulos de resposta, como, por exemplo, sensibilidade ao pH.

Copolimeros anfifilicos a base de poli(n-butilacrilato) e de poli(acido acrilico) e
também de poli((2-metacriloiloxido)etilfoforilcolina) e de poli((2-
dimetilamino)etilmetacrilato), os quais sdo capazes de se auto-organizar em solventes
seletivos, foram estudados por Miiller et al® e por Armes et al'?, respectivamente, na formacéo
de nanoparticulas metélicas. Miller et al® estudou sistemas utilizando nanoparticulas com
silica como material inorganico, enquanto Armes et al*? utilizou o copolimero para sintetizar
nanoparticulas de ouro. Na figura 7 é mostrado os sistemas hibridos resultantes obtidos por

Miiller et al® em (a) e por Armes et al** em (b).

(b)

Figura 7. Exemplos de sistemas hibridos nanoparticulados obtidos por Miiller et al® em (a) e por Armes et al*?
em (b).
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Apesar de o ouro metalico ter grande interesse na pesquisa de nanoparticulas hibridas,
outros elementos inorgénicos, metalicos ou ndo, sdo também estudados, a exemplo das
pesquisas de Miuller utilizando Oxidos de silicio. Nanofilmes de selenetos de cadmio
utilizando um copolimero diblocos a base de poliestireno e de poli(2-vinilpiridina) foram
estudados por Riissel et al.®> Nanoparticulas metélicas de ouro, prata e paladio, a partir de seus
respectivos complexos, foram estudadas por Mills et al®® utilizando poli(etilenoglicol) e

poli(vinilalcool) em solucdo aquosa para reduzir e estabilizar as nanoparticulas formadas.



CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL



34

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados na parte experimental deste trabalho foram adquiridos
comercialmente das empresas Vetec® e Sigma Aldrich® e foram usados como recebidos.

Toda vidraria utilizada foi previamente limpa com agua-régia e lavada varias vezes
com agua deionizada. Agua ultra-pura foi coletada de um aparelho Millipore Alpha Q, no
qual a dgua apresenta condutividade menor que 0,05 uS/cm e usada no preparo das solucdes.

Os copolimeros (PEO113-b-PG2MA3-b-PDPAsg), (PEO113-b-PDEAs) € (PMPCyo-b-
PDPAGg), onde os subscritos referem-se ao grau de polimerizacdo de cada segmento, foram
sintetizados por ATRP (do inglés atom transfer radical polimerization) seguindo
procedimento adaptado de Liu et al®* e descrito por Giacomelli et al.”® Na sintese por ATRP é
necessario um monémero, um iniciador e um catalisador e consiste na adi¢do sequencial de
mondmeros criando um homopolimero, o qual na préxima etapa € chamado de macroiniciador
e a partir dele cresce-se outro bloco constituinte do copolimero desejado, que passa a ser 0
macroiniciador no caso de copolimeros com trés blocos constituintes. As caracteristicas
macromoleculares e, quando aplicaveis, suas estruturas auto-organizadas em &gua estdo
apresentadas na tabela 1, enquanto que as estruturas dos polimeros e mondémeros utilizados

sdo apresentadas na figura 8.

Tabela 1. Caracteristicas moleculares dos polimeros e (quando aplicaveis) suas correspondentes estruturas auto-
organizadas preparadas em agua

Arquitetura Polimero® Ma(@/mol) My/My  dhigornic’  Didmetro® (nm)  Morfologia’
_ PEO113-b-PG2MAg- .
1 - Tribloco 20500 1,3 0,52 32 Micelas
b-PDPA5,
2 - Dibloco PEQO;15-b-PDEAs, 15700 1,2 0,68 26 Micelas
3 - Dibloco PMPCg-b-PDPAg, 21000 1,2 0,59 82 Micelas
) PEQ;4-b-PPOs;s- .
4 - Tribloco 12600 - 0,30 11 Micelas
b-PEO100
5 — Homopolimero PEO;3 5000 1,05 - - Espiral
Espiral
6 - Ramificado PEI 1300 - - - o
ramificado

& Subscritos referem-se ao grau de polimerizacéo de cada bloco

® Volume da fragao do bloco hidrofébico, assumindo densidade polimérica 1,0 g/mL

¢ Tamaho hidrodinamico das particulas auto-organizadas medidos por DLS

¢ Morfologia dominante das estruturas auto-organizadas em solucéo confirmadas por TEM



PEO113-b-PG2MA3,-b-PDPAs,
(tribloco-1)

PMPCg3y-b-PDPAg
(dibloco-3)

Figura 8. Estruturas dos polimeros e mondmeros utilizados para a sintese dos sistemas hibridos de AuNPs.
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Os residuos solidos e liquidos foram armazenados de maneira adequada e em local
apropriado no Departamento de Quimica — UFSM. Os mesmos foram recolhidos por uma

empresa competente, a qual é responsavel pelo tratamento e descarte correto dos residuos.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese das nanoparticulas de ouro

Foram preparadas as solucbes aquosas de HAuCl,-3H,0 25 mM (estoque), a qual foi
usada como fonte de ions aurico(lll); de tampdo KH,PO4/K;HPO,4 0,05 e 0,1M (STF) e de
tampdo Na,B,0; 0,025M, utilizada para fixar o pH das dispersdes coloidais em 6,8, 7,4 € 9,1;
de HCI e NaOH ~1 M, necessarios para dissolucdo e auto-organizacdao dos copolimeros em
bloco anfifilicos, respectivamente. As solugdes aquosas dos polimeros e mondmeros
utilizados na sintese das nanoparticulas auricas foram preparadas antes da realizacdo dos
testes, ndo permanecendo estocadas.

Os estudos iniciais utilizando o copolimero tribloco-1 foram realizados utilizando-se
duas estratégias para a sintese das nanoparticulas de ouro. Essas sdo possiveis devido ao
comportamento anfifilico do copolimero, o qual, devido ao bloco nitrogenado, PDPA pode
apresentar-se soltvel ou ndo em meio aquoso em funcdo do pH do meio. Em uma primeira
estratégia o acido tetracloroaurico foi adicionado ao copolimero em meio bésico (pH = 9,0),
ou seja, ao copolimero auto-organizado, pois 0s nitrogénios desprotonados tornam o bloco

PDPA insoltvel em &gua levando a formacao de micelas. A figura 9 ilustra essa estratégia.

+ VWV
Ny 7’14
HAUCI, Micela Nanoparticula
(@) Polimérica Hibrida

Figura 9. Esquema para a formacdo de nanoparticulas de ouro através da adicdo do precursor metalico na
presenca de micelas poliméricas.
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Em uma segunda estratégia, o precursor aurico foi adicionado a solugdo de copolimero
em meio &cido (pH = 3,5), isto &, as cadeias poliméricas sollveis devido a protonacdo dos
grupos aminos do bloco PDPA. Apo6s a adicdo dos ions Au(lll) foi induzida a auto-
organizacdo das cadeias livres (unimeros) pela adicdo de NaOH 1 M até pH 9,0. A estratégia
estd ilustrada na figura 10. Em ambas as estratégias as concentracGes de tribloco-1 e Au(lll)
foram 1,0 mg/mL e 0,275 mM, respectivamente e as dispersdes foram mantidas sob agitacdo

por 24 horas a temperatura ambiente.

K 5
WU
Rg > WERIL

Cadeias livres

com carga (+) AuNPs decoradas com

cadeias poliméricas adsorvidas

Figura 10. Esquema para a formacdo de nanoparticulas de ouro através da adicdo do precursor metélico na
presenca de cadeias livres de copolimeros e apés se induz a formagéo de micelas.

De posse dos resultados, utilizando-se as duas estratégias apresentadas, optou-se pela
segunda para realizar o estudo cinético variando-se as concentra¢des de copolimero tribloco-
1 e de HAuCI, e variando a temperatura. Para tanto, a sintese das AuUNP@tribloco-1 se deu
pela adicdo de 1 mL de solucdo tampéo fosfato, STF (pH 6,8) em 1 mL de solu¢do contendo
as cadeias de polimeros dissolvidas (pH 3,5) e o precursor aurico, HAuCl,. O uso da solucéo
tampdo fosfato foi necessario para que somente uma variavel fosse estudada, visto que o pH
quando a solucdo ndo estd tamponada, ndo é constante. As concentracdes de copolimero
tribloco-1, HAuUCI, e de temperatura utilizados no estudo cinético estdo apresentadas na

tabela 2.
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Tabela 2. Condigdes experimentais para a sintese das AuNPs utilizando o copolimero tribloco-1 para o estudo
das variagdes na concentragdo de polimero, Au(lll) e temperatura

Concentracéo Mtribloco-1 Concentragéo Vhaucs 25 MM Temperatura
tribloco-1 (mg/mL) (9) HAuUCI, (mM) (uL) (°C)
0,5 0,0010
1,0 0,0020
2,5 0,0050 0,275 22 25
5,0 0,0100
0,138 11
0,207 16,5
0,275 22
1,0 0,0020 0,413 33 25
0,550 44
0,619 49,5
0,688 55
20
1,0 0,0020 0,275 22 25
35
50

Solucdes menos concentradas (0,1 e 0,01 mg/mL) de tribloco-1 também foram
utilizadas para estudar o efeito da concentracdo na sintese das nanoparticulas, porém como a
massa a ser pesada nesses casos era muito pequena optou-se por fazer uma diluicdo 1:10 e
1:100 respectivamente a partir de uma solucédo estoque 1,0 mg/mL de tribloco-1.

As AuNP@dibloco-2 foram preparadas pela adi¢ao de 22 pul. de HAuCl, 25 mM a 1
mL de uma solucdo 1,4 mg/mL de dibloco-2 dissolvido em pH 3,5 seguido pela adi¢do de 1
mL de solucdo tampdo com o pH desejado. As concentracfes finais foram 0,275 mM de
HAUCI, e 0,7 mg/mL de dibloco-2. As AuNP sintetizadas usando o copolimero dibloco-3 se
deu pela adi¢ao de 22 pL. de HAuCls 25 mM a 1 mL de uma solugdo 1,7 mg/mL de dibloco-3
dissolvido em pH 3,5 seguido pela adi¢do de 1mL de solucdo tampéo. As AUNPs@PEI foram
preparadas pela adi¢ao de 22 uLL de HAuCly 25 mM a 1 mL de solugdo polimérica 0,516

mg/mL e apos adicionado 1 mL de solugdo tampéo.
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Para as sintese utilizando os monémeros DEA e DPA, foram adicionados 33 uL de
HAuCl; 25 mM a 1,5 mL de solugdo monomérica 0,94 mg/mL de DEA ou 1,04 mg/mL de
DPA seguido da adicao de 1 mL de solucdo tampao.

As sinteses utilizando o PEO-PPO-PEO para formacdo das AuNPs foi feita pela
adicao de 22 uL de HAuCly 25 mM a 1 mL de solucdo polimérica de concentragdo 25,2
mg/mL e 0,694 mg/mL em seguida foi adicionado 1 mL de solu¢do tampdo. Para a sintese
utilizando PEO o mesmo volume de HAuUCI, foi adicionado a 1 mL de solucdo polimérica de

concentracdo 100 mg/mL e 0,484 mg/mL e apds, adicionado 1 mL de solucao tampao.

3.2.2 Espectroscopia no Ultravioleta e Visivel (UV-vis)

A técnica de espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel do espectro
eletromagnético foi utilizada devido as informag6es sobre parametros fisico-quimicos, como
velocidade de reacdo, que sdo extraidos com os resultados obtidos.

O intervalo correspondente a regido ultravioleta compreende os comprimentos de onda
entre 200 e 400 nm, com energia entre 628 e 293 kJ/mol, enquanto que para regido do visivel
(400 a 800 nm) a energia do processo de excitacdo de moléculas estéa entre 293 e 147 kJ/mol.
Para esses valores energéticos estdo associados as transicdes eletrdnicas, representando a
diferenca entre os estados energéticos, fundamental e excitado. Visto que o processo de
absorcdo esta relacionado com a transicdo eletronica, a absorvancia depende do numero e
arranjo de elétrons nas moléculas, as quais possuem um grupo croméforo responsavel pela
absorcéo da luz.>®

Os espectros eletrénicos nas regides UV-vis foram registrados utilizando-se um
espectrofotdbmetro Shimadzu UV2600, com velocidade de 600 nm/min (integracdo de 0,1 s

por 1 nm) equipado com controle de temperatura e agitacdo magnética.

3.2.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho (1V) foram feitos na forma sélida

em pastilhas de KBr (2 — 3 mg de nanoparticulas, sedimentadas a partir da dispersao de ouro a
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partir da centrifugacdo a 12000 rotagcdo por minuto por 2 horas e secas a 75 °C por 12 horas).
O aparelho utilizado foi um espectrofotometro Bruker Tensor-27, com janela espectral entre
4000 e 400 cm™,

3.2.4 Analise Termogravimetrica (TGA)

As andlises termogravimétricas (TGA) foram conduzidas usando um aparelho TGA
Q5000 com taxa de aquecimento de 10 °C/min em N, a partir da temperatura ambiente até

600 °C para as nanoparticulas precipitadas.

3.2.5. Voltametria Ciclica (VC)

O estudo da voltametria ciclica na andlise das sinteses de nanoparticulas de ouro
revestidas por polimeros foi realizado utilizando um potenciostato Metrohm Pensalab
PGSTAT 128N. Foi usada uma célula eletroguimica equipada com trés eletrodos: os eletrodos
utilizados foram o de carbono vitreo (trabalho), de platina (contra-eletrodo) e de Ag/AgCl
(KCI 3 M) (referéncia). Os voltamogramas foram registrados com velocidade de varredura de

50 mV/s e as solugdes purgadas com argdnio durante 20 minutos antes das medicdes.

3.2.6 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O aparelho utilizado para caracterizar o tamanho das nanoparticulas metalicas hibridas
e micelares obtidas ao longo desse trabalho foi o Zetasizer Nanoseries da Malvern

Instruments, operando em um angulo fixo de 173°.
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3.2.7 Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

A anélise morfologica das AuNPs em solucdo, foram realizadas utilizando o
microscopio eletrdnico de transmissdo FEI, modelo Morgagni 268d a uma voltagem de
aceleracdo de 80 KkV. Detalhes cristalograficos destas NPs foram observadas utilizando
microscopia HRTEM FEI Tecnai modelo de 20, operado a tensdo de aceleracdo de 200 kV. O
tamanho das particulas foi medido para cada amostra usando UTHSCSA software ImageTool.
A suspensdo das nanoparticulas de ouro foi preparada em grades de cobre revestida com
carbono onde uma gota da amostra foi pingada e apos a grade mantida em dessecador até o

momento da medida.



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Comportamento do sistema polimérico e de AuUNPs e caracteristicas reacionais

O copolimero em bloco PEO;13-b-PG2MA3-b-PDPAs, (tribloco-1) responde a
variacdo do pH originando nanoestruturas reticulaveis tanto em meio organico quanto em
aquoso.®  Quando dissolvido em &gua, com pH < 4, as cadeias estdo carregadas
positivamente e podem se auto-organizar quando da adi¢do de solucdo tampéo fosfato (STF)
com pH 6,8, pois dessa forma o pH do meio aumenta para valores préximos do pKa dos
grupos diisopropilamino (pKa = 6,3), os quais caracterizam o bloco PDPA do copolimero.”

Com a variacdo no pH do meio ocorre a desprotonacdo dos grupos aminos (50%
guando pH = 6,8) resultando em cadeias anfifilicas de tribloco-1 suficientes para iniciar o
processo de micelizagdo de modo a reduzir as interagdes com o solvente. A morfologia do
tribloco-1 auto-organizado sdo micelas esféricas do tipo casca-nucleo, onde o bloco PDPA,
desprotonados e hidrofébico, ocupa o nucleo micelar, o bloco intermediario PG2MA forma a
camada intermediaria e por fim formando a casca o bloco hidrofilico PEO.

A sintese das nanoparticulas de ouro por meio das nanoestruturas advindas do
tribloco-1 auto-organizado em pH 6,8, ajustado com STF foi estudada por espectroscopia no
UV-Vis. A figura 11 apresenta a evolucdo temporal dos espectros de absor¢do onde é

possivel observar 2 bandas principais, em 530 nm e em 320-310 nm.

1.5
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Figura 11. Espectros de absorcdo em funcdo do tempo para a sintese de AuNPs da reacéo entre HAUCI4 (0,275
mM) e tribloco-1 (1,0 mg/mL) em pH 6,8 (STF).
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A transicdo observada em cerca de 530 nm é devido a ressonancia plasménica de
superficie do ouro nanoparticulado formado a partir da redugdo do Au(lll) na presenca de
micelas do copolimero tribloco-1. As bandas situadas abaixo de 400 nm (310 e 320 nm) séo
atribuidas as especies Au(lll) e sdo decorrentes da banda de transferéncia de carga ligante-
metal (TCLM), isto é, Cl pt > Au 5dx%y? das espécies clorohidroxoauricas (AuCIlOHa.)
que estdo presentes em solucdo e sdo dependentes do pH desta e também das espécies

poliméricas que interagem com as de ouro como os complexos polimero-[AuCl,OH4,].>*%* A
absorcdo eletronica dos ions [AuCly] em solucdo micelar est4 localizada em ~327 nm,
. x . 62
enquanto que para 0s mesmos ions em solucdo aquosa é observada em ~314 nm.
O complexo de [AuClj tem geometria quadratica e estd presente em maior

quantidade em soluc¢des acidas (pH = 2), quando o pH é aumentado essa espécie diminui em
funcdo do aumento dos complexos clorohidroxodauricos (figura 12) os quais possuem menos
ligantes cloretos.®® Essa troca por ligantes hidroxos, de campo mais forte que o ligante cloreto
explica o porque do aparecimento de uma nova banda (ou ombro) em comprimento de onda

menor, ou seja, de maior energia.
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Figura 12. Espécies derivadas de HAuCl, em equilibrio de acordo com o pH do meio.*®
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Para as bandas relativas a presenca dos ions Au(lll) ocorre uma rapida diminuicao da
absorvancia (figura 13) e que € devido a alteracbes no ambiente de coordenagdo do centro
metalico e também ao processo de nucleacdo e crescimento das nanoparticulas que comegam
a predominar, reduzindo assim o Au(lll) resultando em mais Au(0) em solucdo. Nota-se ainda
que a absorvancia referente ao Au(l11) ndo decai a zero, isso ocorre pois durante o processo de
nucleacdo formam-se pequenos cristalitos, também chamados sementes de Au(0), ou seja,
particulas com poucos nandmetros de tamanho e que também absorvem na faixa de 300 — 450
nm, causando interferéncia na banda relativa aos fons Au(lI1) livre.**®" A partir dos dados de
absorvéncia no PRS em funcdo do tempo (figura 13) obtém-se uma curva sigmoidal para o
crescimento das nanoparticulas de ouro. A forma sigmoidal é consistente com estudos de

62,70 e

sintese de nanoparticulas metalicas, sendo atribuida a um processo auto-catalitico
também do crescimento de nanocristais de ouro pelo modelo agregativo.®®® Vale ressaltar
que no caso das sinteses das AuNPs utilizando nanoestruturas do copolimero tribloco-1 o
mesmo nao sé atua como nanorreator mas também como agente redutor e estabilizador nas

particulas formadas.>
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Figura 13. Absorvancia versus tempo das AuNPs, em 530 nm, e dos ions Au(lll), em 320 nm durante a sintese
em pH 6,8 (STF). HAuCl, (0,275 mM) e tribloco-1 (1,0 mg/mL).

O processo de sintese comega com um periodo de inducéo, onde ocorre a organizagdo
do sistema, ou seja, para que a macromolécula se auto-organize e para que 0 processo de

nucleacdo ocorra. Nesse periodo a absorcdo relativa ao PRS € insignificante, porém a
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absorcéo proveniente das espécies Au(l1l) é diminuida.”® Apds o tempo de inducéo existe a
contribuicdo da absor¢do de fundo, a qual induz a um falso aumento na absorvancia dos ions
Au(lll), como ja explicado essa absorcdo é decorrente das sementes de Au(0) formadas no
processo de nucleacdo. A reacdo se da no nacleo micelar, onde esta o bloco redox ativo do
tribloco-1, chamado de nanorreator, e também na interface nucleo-casca, onde a interacdo
entre as especies redutoras e o ouro é favorecida por concentracdes elevadas de atomos de
nitrogénio. Apos ocorre 0 crescimento auto-catalitico das nanoparticulas e estabilizacdo das
mesmas pelo tribloco-1 até que a solucdo esteja saturada e passe a formar as AuUNPs mais
lentamente.

Para estudar o processo inicial da sintese das AuNPs foi utilizada a técnica de DLS,
porém ndo foi possivel observar as distribuicdes de tamanho bimodal nas fases iniciais da
reacao pois a intensidade da luz espalhada a partir de particulas muito pequenas, se presente, é
mascarada por particulas maiores. Apdés um tempo inicial o crescimento das AuNPs no
interior do nticleo micelar ocorre ou por um processo auto-catalitico’® ou pelo crescimento
dos pequenos cristalitos®® e pode ser detectado por DLS. O comportamento do didmetro das
micelas (2Ry) e a intensidade total da luz espalhada (I) aumentaram durante o tempo de
sintese (figura 14).

Os perfis de distribuicdo de tamanho apresentados na figura 14 confirmam a presenca
de uma Unica populacdo de nanoestruturas. Quando carregadas com nanoparticulas de ouro as
micelas de copolimero tribloco-1 apresentaram maior diametro que quando puras, indicando
a presenca de AuNPs no ndcleo micelar. Uma observacdo importante € que na presenca de
AuNPs as micelas ndo se desorganizaram quando o pH da solucéo €é baixado para 3,0 mesmo
na auséncia de um reticulante micelar, sugerindo uma forte adsor¢do entre as cadeias de
copolimero em bloco e a superficie de ouro.

A morfologia nucleo-casca esférica das nanoestruturas hibridas foi confirmado por
imagens HRTEM (figura 14), na qual a particula metalica esta localizada no ndcleo e ao

redor a casca polimerica de densidade eletrbnica comparativamente muito menor.
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Figura 14. Intensidade de luz espalhada (1) e didmetro hidrodindmico (2Ry) durante o crescimento das particulas
AuNP@tribloco-1 em solucéo tampéo fosfato pH 6,8, HAuCl, (0,275 mM) e tribloco-1 (1,0 mg/mL) em (a) e
distribuicdo do tamanho das nanoestruturas em etapas selecionadas da sintese como indicado em (b).

A existéncia de apenas um PRS entre 500 e 700 nm significa que as nanoparticulas sdo

predominantemente de formato esférico, sendo reiterada pela micrografia eletrbnica de

transmissdao de alta resolucdo (HTREM). A morfologia nucleo-casca esférica das

nanoestruturas hibridas foi confirmada por imagens HRTEM (figura 15), na qual a particula

metalica esta localizada no nucleo e ao redor a casca polimérica de densidade eletronica

comparativamente muito menor.

5’9 , :
Figura 15. Micrografia HTREM das particulas hibridas AuNP@tribloco-1 sintetizadas pela reacdo de HAuCl,
(0,275 mM) e tribloco-1 (1,0 mg/mL) em pH 6,8 (STF). Escala = 20 nm.
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Foi observado que para que a sintese das AUNPs seja efetiva é necessario a presenca
de estruturas auto-organizadas do copolimero. Isso pode ser comprovado pelo
acompanhamento no UV-vis da mistura tribloco-1 e HAuCl, em meio acido (pH 4,0) onde
apenas se observa o decaimento da absorvancia referente aos ions Au(ll1), devido a presenca
dos complexos de ouro e de ouro-polimero que possuem diferentes coeficientes de extingdo e
que ndo absorvem no intervalo de comprimento de onda estudado, visto que nenhum pico
novo aparece nos espectros (figura 16). Fato importante é que ndo ha formagdo de AuNPs
visto que o PRS ¢ inexistente durante o tempo considerado (48 h) das medidas. 1sso comprova
que os atomos de nitrogénio sdo os responsaveis pela reducdo do ouro(lll), devido ao par de
elétrons livre, os quais em meio &cido estdo indisponiveis, pois 0 mesmo esta sendo usado na
ligacdo [RsN — H]".*2
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Figura 16. Espectros de absor¢do no UV-vis em funcdo do tempo para solucdo contendo HAuCI, 0,275 mM e
tribloco-1 1,0 mg/mL em pH 4,0.

As nanoparticulas de ouro foram isoladas a partir das solucGes coloidais de ouro por
centrifugacdo a 12000 rpm durante 2 h e secas a 75 °C. Apds a centrifugacdo micelas puras de
tribloco-1 permaneceram no sobrenadante (incolor versus roxo-avermelhadas quando em
presenca do ouro nanoparticulado). Através da anélise termogravimétrica dos AuNPs secas 0
teor organico (tribloco-1) foi de ~80% quando a composicao inicial foi de 95% na reagéo
padréo entre 0,275 mM de HAuCl, e 1,0 mg/mL de tribloco-1 implicando no fato de apenas



49

micelas puras, isto €, sem a presenca de ouro nanoparticulado, permanecerem em solucéo. As
curvas de TGA encontram-se no anexo dessa dissertacao.

Ainda com as particulas precipitadas foram feitos experimentos de espectroscopia de
raios-X de fotoelétrons (XPS) e no infravermelho (V). Por essas técnicas era esperado obter
informagdes acerca do ambiente quimico ao redor do centro metalico, Au(0), porém por XPS
devido a camada do copolimero em bloco que reveste a AuNP ser muito espessa (> 10 nm)
ndo foi possivel sua caracterizacdo pela mesma. Em uma segunda tentativa foi tentado uma
raspagem in situ com ions de argonio a fim de tentar remover o revestimento organico e que
foi insuficiente para obtencdo dos dados esperados. Ja a técnica de IV dos sistemas hibridos
AuNP@tribloco-1 (apresentado nos anexos) e do copolimero puro mostrou uma mudanca
significativa na banda referente ao estiramento da carbonila do éster, 1731 cm™ > 1720 cm™
na presenca de ouro. Essa mudanca mostra que as AuNPs estdo adsorvidas no nacleo das
micelas de tribloco-1 concordando com outros autores que também evidenciaram essa
mudanca.*?

Outras bandas também sofrem alteracdo quando a micela esta carregada de AuNPs,
como no caso das bandas Vcoor do éster e vey do grupo diisoproprilamino. Essas bandas
passam a se sobrepor em 1271 cm™. As duas bandas resultantes das vibragdes de deformacéo
do éter (8coc) em 1153 e 1115 cm™ deslocam-se para 1115 e 984 cm™ respectivamente
guando na presenca de AuNP. Essas mudancas na frequéncia das absor¢oes estdo relacionadas
com a mudanca no ambiente quimico da micela polimérica quando a mesma esta carregada de

ouro nanoparticulado.

4.2 Propriedades eletroquimicas das AuNPs

Os resultados acima discutidos mostram que para a sintese de nanoparticulas de ouro
mediada pelo tribloco-1 ser efetiva é necessario que 0 meio seja neutro ou basico, com pH da
solugdo proximo, ou acima, do pKa do grupo diisoproprilamino do bloco PDPA. Essa
condicdo limita a reacdo sé ocorrer quando as cadeias do polimero estdo auto-organizadas
como micelas esféricas do tipo casca-nlcleo. O aumento do pH para valores acima do pKa
ndo somente desprotona o copolimero em bloco como também altera o ambiente de
coordenacgdo do centro metélico, o qual passa a existir como complexos clorohidroxoduricos

(AuCIOH,.x), devido & substituicdo dos ligantes cloro por outros ligantes doadores de
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elétrons como oxigénio (ions hidroxila) e nitrogénio (grupos amino terciério do copolimero)
aumentando a densidade eletrbnica do centro metélico. Esse aumento resulta na mudanca do
potencial de reducdo do Au(lll) afetando o processo de formacgdo das AuNPs e que tem sua
termodinamica dependente do agente redutor, no caso os grupos diisoproprilamino do bloco
PDPA.

Estudos demonstrando o poder redutor de diferentes aminas mostram claramente que o
potencial de oxidacdo do agente redutor deve estar entre a oxidacdo do Au(0) para Au(lll) e a
reducdo do Au(lll) a Au(0) para que a reacdo seja espontanea. Fora desse intervalo a reacdo
ndo é espontanea.”* Atualmente uma variedade de aminas priméarias e aminas multifuncionais,
incluindo polimeros tém sido exploradas na sintese e estabilizacdo de nanoparticulas de
ouro.*" Foi estudado, entdo, por voltametria ciclica (VC) o comportamento do copolimero
tribloco-1 na forma de unimeros (pH 4,0) e na forma auto-organizada (pH 6,8 e 9,1) e
também do Au(lll) nessas condicGes (figura 17). Para todas as medidas de VC a verificacao

do potencial foi iniciada logo acima do potencial de reducdo do Au(lll) e na direcéo catddica.
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos medidos a 50 mV/s em solucéo aquosa de Au(l11) 0,275 mM e de tribloco-1
1,0 mg/mL ([NR;3] = 2,44 mM) em pH 4,0 usando KCI 0,1 M como eletrélito em (a); em pH 6,8 com
KH,PO4/K,HPO,4 0,1 M como eletrélito em (b) e em pH 9,1 com Na,B,0; 0,025 M como eletrolito em (c).
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Em pH 4,0 (figura 17(a)) a reducdo do Au(lll) a Au(0) ocorre no potencial de 0,72 V
(pico 1), e a oxidagéo do principal produto gerado, Au(0), ocorre em 1,14 V (pico Ill). Para o
copolimero tribloco-1 na forma de polietletrolito catidnico, ou seja, em pH &cido, ndo existe
grande atividade eletroquimica verificada por um fraco sinal de oxida¢do em 1,00 V (ombro
I* - unimeros). Quando o pH é ajustado para 6,8 com solucdo tampéo fosfato o potencial
eletroquimico das espéecies Au(lll) e tribloco-1 na forma de micelas é alterado para valores
menores: 0,50 V para a reducdo do Au(lll) a Au(0) e este, é oxidado em 0,92 V; micelas do
copolimero tribloco-1 sofrem oxidacdo em 0,81 V levando a um aumento na densidade de
corrente. (figura 17(b)). O mesmo comportamento foi observado para os voltamogramas
ciclicos das espécies em pH 9,1 (figura 17(c)).

Em ambos os casos o potencial de oxidacdo do polimero situa-se dentro da faixa
requerida para a ocorréncia de uma reacdo redox (espontanea) com Au(lll) porém ndo é
observada a formacdo de AuNPs num primeiro momento. Isso ocorre, pois a oxidacdo do
Au(0) em 0,92 V (ombro 111*) ocorre em um potencial menor que a oxidacdo do copolimero
levando a sua oxidacdo antes da do copolimero. A figura 18 apresenta os voltamogramas
ciclicos para as misturas tribloco-1 com Au(lll) em pH 4,0; 6,8 e 9,1 e para a solucdo

contendo AuNPs.
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Figura 18. VVoltamogramas ciclicos medidos a 50 mV/s em solugdo aquosa para as misturas Au(l11) + tribloco-1
em pH 4,0 (KCI 0,1 M como eletrolito), 6,8 (usando KH,PO4/K,HPO, 0,1 M como eletrdlito) e 9,1 (usando
Na,B,0; 0,025 M como eletrélito) e das AuNP@tribloco-1. HAuCI, 0,275 mM e tribloco-1 1,0 mg/mL.
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Nota-se que para a mistura em pH 4,0, a presenca de unimeros do copolimero
influencia fortemente a reducdo do Au(lll) alterando seu potencial para valores catodicos, de
0,72 V para 0,45 V. Porém como na forma de unimeros o copolimero € um polieletrolito
catidnico eletroquimicamente inerte a reducdo das espécies metalicas é, consequentemente,
mais dificil. J& para a mistura em pH = 6,8, o pico referente a reducdo do Au(lll) (0,44 V)
exibe perfil semelhante ao ouro(l11) puro, embora a densidade de corrente seja menor devido a
diminuicdo da concentracdo de Au(lll) na superficie do eletrodo durante a reacdo quimica,
homogénea com micelas poliméricas, que logo ap6s a mistura dos reagentes observa-se um
decréscimo na absorvéncia relativa ao Au(lll) durante o tempo de indugdo como ja discutido
no UV-vis. O produto da reacdo é um complexo de Au(l) que posteriormente é reduzido a
Au(0) em -0,37 V.

Pelo voltamograma ciclico da mistura Au(lll) mais tribloco-1 — pH 6,8 pode-se
afirmar que a sintese de nanoparticulas de ouro é mediada exclusivamente por polimeros com
grupos amino terciarios situados no nucleo micelar (o microambiente da reacdo), sem a
necessidade de qualquer outro reagente pelo fato de que o potencial de oxidac¢do para o
polimero auto-organizado (0,81 V) ser menor que o do ouro(0) (0,92 V). O voltamograma
para a solucdo de AuNP@tribloco-1 demonstrou que praticamente todo Au(lll) foi
convertido em Au(0) visto que nenhum pico tipico da sua reducdo foi observado (figura 18).

Para a mistura Au(l1l) mais tribloco-1 em pH 6,8, o qual o0 aumento de pH neutraliza
os grupos diisoproprilamino do bloco PDPA e induz a micelizagdo torna as cadeias de
copolimero mais doadoras de elétrons devido ao par ndo-ligante dos &tomos de nitrogénio. As
micelas entdo formadas na presenca de Au(lll) passam a ter esses ions coordenados ao
nitrogénio no nacleo micelar, a afinidade dos ions Au(ll1) é maior pelos atomos de nitrogénio,
doadores de elétrons, presentes na solucdo. Essas nanoestruturas do tipo nucleo-casca podem
interagir com a superficie do eletrodo e apresentar atividade eletroquimica, apesar de a casca
micelar ser eletroquimicamente inativa. Isso é possivel, pois as cadeias que formam a casca da
micela podem se deformar ou reorganizar, através da hidratagéo, para facilitar o contato com

a superficie do eletrodo.”
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4.3 Estrutura e reatividade polimérica

A estrutura polimérica foi investigada a fim de relaciona-la com a sintese e
estabilizacdo das nanoparticulas de ouro, objetivando determinar quais fun¢des quimicas sdo
responsaveis pelo processo de reducdo do Au(lll) e de estabilizacdo das AuNPs. Este estudo
foi motivado visto que o copolimero tribloco-1 (PEO;13-b-PG2MAg30-b-PDPAs) €
constituido de trés diferentes blocos e que isoladamente auxiliam a sintese e estabilizacdo das
nanoparticulas formadas.

O comportamento de cada bloco foi avaliado através da relacdo estequiométrica entre
0 agente oxidante, Au(lll) e os possiveis agentes redutores, 6xido de etileno, hidroxilas e
aminas, do principal polimero estudado, tribloco-1. As concentra¢@es usadas como referéncia
foram 0,275 mM de HAuUCIl, e 1,0 mg/mL de tribloco-1 resultando nas relagdes: [OE] /
[Au(lll)] = 20; [OH] / [Au(l1D] = 10 e [N] / [Au(lID] = 9, onde OE, OH e N referem-se as
provaveis espécies redutoras presentes nos blocos PEO, PG2MA e PDPA do tribloco-1
respectivamente. A avaliacdo de cada bloco e seu papel na sintese das AuNPs se deu com
base nos dados de espectroscopia de absorcdo no UV-vis das sinteses de co e homopolimeros
e também mondmeros, que possuem estruturas semelhantes as dos blocos citados, com
Au(lll).

4.3.1 Oxido de etileno, PEO

Os testes para avaliar a capacidade do bloco éxido de etileno na formacdo das AuNPs
foram realizados utilizando o copolimero tribloco F-127 a base de polidxido de etileno e
polioxido de propileno (PEO1qp-b-PPOgs5-b-PEO100) € também o homopolimero polidxido de
etileno, (PEOsop0). A figura 19 apresenta o0s espectros de absorcdo UV-vis das solucbes 24

horas ap0s a mistura dos reagentes.
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Figura 19. Espectros de UV-vis para os sistemas de éxido etileno estudados medidos 4 horas ap6s a mistura dos
reagentes. HAUCI, 0,275 mM e polimeros de concentragdo selecionada para a estequiometria indicada, em pH
6,8.

Pelos espectros no UV-vis fica evidenciado que tanto o homopolimero PEO como o
copolimero PEO-PPO-PEQO ndo conseguem sintetizar as nanoparticulas nas condigdes de
referéncia, isto é, na razdo [EO] / [Au(lll)] = 20 visto que é inexistente a presenca do PRS
caracteristicos dos sistemas nanoparticulado. No caso do PEO, em pH 6,8, aumentando em
cerca de 200 vezes a relacdo [EO] / [Au(lI1)] o mesmo ainda ndo foi habil em sintetizar as
AuNPs. Entretanto para o copolimero PEO-PPO-PEO o aumento na relagdo estequiométrica
entre os reagentes foi capaz de induzir a formacgdo das nanoparticulas via oxidacéo dos blocos
oxietileno e oxipropileno. O motivo para esta diferenca é o fato do homopolimero ndo se
auto-organizar enquanto que o PEO-PPO-PEO sendo um copolimero anfifilico forma micelas
em meio aquoso. Além da formacdo de nanoestruturas organizadas o copolimero PEO-PPO-
PEO adota a conformacédo semelhante a estrutura de pseudo éteres de coroa capazes de se
ligar ao centro metalico.”" "

Portanto a forca de atracdo entre o polimero e os ions Au(lll) sdo dependentes da
concentragdo. Também foi verificado por voltametria ciclica (anexo) que, em baixas
concentracdes de PEO e PEO-PPO-PEO ndo ha picos de oxidacdo para essas espécies,
tornando-as de baixo poder redutor. Redutores adicionais, como tetrahidroborato de sédio ou

citrato, podem ajudar a sintese das nanoparticulas, mas dessa forma o polimero ird funcionar
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primariamente como agente estabilizante e ainda, potencialmente, ditardo o tamanho e a

forma das nanoparticulas.”

4.3.2 Polimetacrilato de 2,3-diidroxipropila, PG2ZMA

O bloco polimetracrilato de 2,3-diidroxipropila € o bloco intermediario do copolimero
tribloco-1 e sua cadeia é derivada do monémero glicerol sendo este usado para avaliar o
bloco PG2MA na sintese das nanoparticulas de ouro. Assim como para o PEO e o0 PEO-PPO-
PEO néo foi verificado a presenca de um PRS no espectro de UV-vis (anexo). Dessa forma é
possivel entender que o bloco intermediario PG2MA ndo participa diretamente na reacdo de
reducdo do Au(lll) conforme comprova o voltamograma ciclico, ja que ndo existem picos de
oxidacdo nem de reducdo para tal espécie, sendo esta eletroquimicamente inerte. Acucares
com varias hidroxilas, como a dextrose’®, tém-se mostrado bons agentes redutores e
estabilizantes de nanoparticulas auricas, porém altas concentracdes sdo requeridas para a

sintese.

4.3.3 Polimetacrilato de 2-diisopropilaminoetila, PDPA

Como ja visto anteriormente, a reducdo do Au(lll) ndo € atribuida aos blocos da casca
micelar, PEO e PG2MA, por exclusdo o bloco quimico que media eficazmente a sintese das
nanoparticulas de ouro é o grupo enxertado no polimero polimetacrilato, o 2-
dialquilaminoetila. Aminas terciarias com substituintes alifaticos sdo bons agentes redutores
para a sintese de AuNPs conforme relatos na literatura.**"

A eficiéncia do bloco nitrogenado do tribloco-1 foi verificada utilizando-se dois
copolimeros em bloco anfifilico, PEO-b-PDEA (dibloco-2) e PMPC-b-PDPA (dibloco-3) e
um hompolimero ramificado, PEI. Também foram utilizados dois mondémeros, DPA e DEA.
As reacOes de sintese e estabilizacdo das AuNPs mediadas pelos copolimeros anfifilicos
dibloco-2 e 3 ocorreram de forma semelhante a ja discutida para o tribloco-1: classico PRS
evidenciado nos espectros de absor¢do no UV-vis (figura 20). O homopolimero PEI quando

mediador da sintese das AuNPs observou-se a agregacdo destas que resultaram na
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precipitagdo das AuNPs em curto periodo de tempo apés a sintese. Assim como no caso do

PEO, o homopolimero PEI também n&o se auto-organiza em meio aquoso sendo ineficaz para
estabilizacéo estérica dos coloides de ouro.
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Figura 20. Espectros de UV-vis para os sistemas nitrogenados estudados medidos 4 horas apds a mistura dos

reagentes. HAuUCI, 0,275 mM, mondmeros e copolimeros de concentracdo selecionada para a estequiometria
[NV[Au(llD] =9, em pH 6,8.

Os mondmeros nitrogenados, DEA e DPA conseguiram reduzir o Au(lll) e formar
nanoparticulas de ouro, porém a sua estabilizacdo, como era esperado devido ao pequeno
volume da molécula, foi precaria. Na dispersdo contendo DEA e DPA foi observado que as
nanoparticulas sintetizadas aglomeraram-se e precipitaram logo apds as 4 horas consideradas
para a sintese se completar.

Na sintese das AuNPs mediada pelo dibloco-2, a etapa de crescimento das mesmas
foram caracterizadas por um elevado tempo de inducdo e de cinética mais lenta quando
comparada com os sistemas usando tribloco-1. Esse achado esta relacionado aos valores de
pKa do bloco aminado serem bastante diferentes: 7,3 para 0 PDEA (presente no dibloco-2) e
6,3 para 0 PDPA (presente no tribloco-1).”""® Dessa forma, a concentragdo de grupos amino
hidrofébicos depende do pH da solugdo (anexo) interferindo nos parametros da reacdo. A
figura 21 apresenta os perfis cinéticos da sintese de AuNPs mediadas pelo tribloco-1 e

dibloco-2 em trés diferentes pH com as respectivas fragdes molares de grupos aminos
desprotonados (o).



57

0.8

tribloco / pH 6,8 - 0,50
tribloco / pH 7,4 - 0,79
tribloco / pH 9,1 - 0,99
—&—dibloco-2/ pH 6,8 - 0,24
—— dibloco-2 / pH 7,4 - 0,55
—&— dibloco-2 / pH 9,1 - 0,98

0.7

0.6

0.5

Absorvancia / u.a.

0 50 100 150 200 250
Tempo / min

Figura 21. Perfis cinéticos da sintese de AuNPs pela reacdo entre HAuCI, 0,275 mM e tribloco-1 (simbolos
vazios) ou dibloco-2 (simbolos cheios) nas correspondentes concentragdes para [N] / [(Au(l11)] = 9 em solugBes
tamponadas de diferentes pH e as respectivas fracdes molares de aminas desprotonadas (o) como indicado. As
linhas cheias correspondem as absorvancias a cada 3 s no PRS, o nimero de simbolos foi reduzido para melhor
visualizacdo.

Em pH &cido (4,0) o comportamento cinético do copolimero dibloco-2 segue 0 mesmo
do tribloco-1 no qual ndo € observado PRS referente as AuNPs e que ja foi discutido
anteriormente.

O periodo de inducdo para a reacdo mediada pelo tribloco-1 (o = 0,50) €
significativamente mais curto em pH 6,8 quando comparado ao dibloco-2 (o = 0,24)
caracterizado pelo rapido aumento na absorvancia seguido pela estabilizacdo da mesma.
Quando a sintese ocorre em pH 7,4, o valor de a do dibloco-2 (0,55) se torna comparavel com
0 a do tribloco-1 a pH 6,8 (0,50) esperando uma cinética semelhante a do ultimo, porém néo
é o0 observado: o periodo de inducdo continua longo (~100 minutos versus ~30 minutos no
tribloco-1 a pH 6,8), além da absorvancia se estabilizar a metade do valor referente a do
tribloco-1. Com esse resultado é possivel afirmar que a formagdo das AuNPs ndo somente €
uma questdo de quanto grupos aminos estdo disponiveis para mediar a reducao do Au(lll) mas
também esta relacionado com a estrutura dos grupos aminos, DPA e DEA substituintes do
bloco redutor dos copolimeros tribloco-1 e dibloco-2, respectivamente, sendo o primeiro

mais eficiente que o segundo.
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Quando o pH é elevado a 9,1 ambos os copolimeros estdo praticamente 100%
desprotonados porém os perfis cinéticos ainda continuam diferentes. Os periodos de indugéo
diminuem para os dois copolimeros (10 minutos para o tribloco-1 e 25 minutos para o
dibloco-2) enquanto que a absorvancia apenas para o copolimero tribloco-1 é observada
alteracdo significativa, ficando cerca de 4 vezes menor que a conseguida nas sinteses a pH 6,8
e 7,4. A baixa absorvancia é atribuida a uma baixa concentragdo de AuNPs visto que ndo a
alteracdo nos comprimentos de onda referentes ao PRS no espectro de UV-vis (figura 22) e,
portanto, as nanoparticulas formadas em todas as variacbes de pH sdo da mesma forma
(presenca de apenas um PRS sdo referentes as particulas esféricas).

Dois efeitos favorecem o decréscimo da concentracdo de AuNPs, em primeiro lugar, o
potencial de reducdo de Au(lll)/Au(0) é deslocado para valores catddicos em pH elevado,
sendo necessario maior poder do agente redutor para que a reacdo ocorra €, em segundo lugar,
0 nucleo micelar é altamente desidratado a pH 9,1 tornando a difusdo dos ions Au(lll) dentro
e para este compartimento durante a reacdo mais dificil, principalmente nos sistemas
AuNP@tribloco-1 no qual o bloco DPA é mais volumoso. Dessa forma a concentracdo das
AuUNPs formadas esta relacionada com a quantidade de Au(lll) que o copolimero consegue

encapsular quando da sua auto-organizagédo induzida pelo pH elevado da solucéo.

—---= tribloco-1 / pH 6,8 - 0,50
--------- tribloco-1/pH 7,4 - 0,79
--------- tribloco-1/pH 9,1 - 0,99

— — dibloco-2 / pH 6,8 - 0,24
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Figura 22. Espectros de absor¢cdo UV-vis dos sistemas AuNPs pela reacdo entre HAuCl, 0,275 mM e tribloco-1
(simbolos vazios) ou dibloco-2 (simbolos cheios) nas correspondentes concentragfes para [N] / [(Au(ll)] = 9
em solugdes tamponadas de diferentes pH e as respectivas fragdes molares de aminas desprotonadas (o) como
indicado.
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Ainda pelos espectros de absor¢do no UV-vis a baixa absorvincia para as
nanoparticulas de ouro sintetizadas pelo copolimero dibloco-2 pode estar relacionada a
presenca de aglomerados formados pela coalescéncia de particulas menores e que absorvem
em comprimentos de ondas maiores (figura 22). Para os sistemas AuNP@tribloco-1 as
absorvancias relativas a esses aglomerados nao € tdo intensa como para as AUNP@dibloco-2.

Para os sistemas AUNP@PEO-PPO-PEO e AuNP@PEI, nos quais as macromoléculas
foram utilizadas para verificar a funcdo dos blocos polidxido de etileno e bloco nitrogenado,
respectivamente, na sintese de nanoparticulas de ouro foram feitas micrografias eletronica de
transmissdo apresentadas na figura 23 e obtidas as morfologias dessas nanoestruturas. As
micrografias mostram a formacao de estruturas esféricas para o sistema PEO-PPO-PEO (F-
127) concordando com o fato de que as nanoparticulas adquirem a forma do nanorreator’,
nesse caso micelas esféricas.

Para o sistema utilizando o homopolimero PEI as AuNPs formadas s&o quase esféricas
e formam agregados de nanoparticulas como era esperado, visto que o PEI em solugdo aquosa
ndo se nanoestrutura, em forma de micelas por exemplo. A baixa estabilizacdo desse

homopolimero se d& pela adsorcdo das nanoparticulas formadas ao longo das cadeias

nitrogenadas do polimero.

0.2pm

Figura 23. Micrografias eletrénicas de transmissdo para as nanoparticulas de ouro sintetizadas utilizando as
macromoléculas PEO-PPO-PEQ (F-127) e PEI como indicados. HAuUCI, 0,275 mM e concentracdo polimérica
tal que [EO]F_127/[AU(|“)] =692 e [N]pE|/[AU(“|)] =9,
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4.4 Acompanhamento cinetico das reac6es de sintese de nanoparticulas de ouro

A cinética da sintese de nanoparticulas de ouro mediada pelo copolimero tribloco-1
foi investigada por espectroscopia de absor¢cdo no UV-vis pelo monitoramento do pldsmon
ressonante de superficie (PRS) em 530 nm e da absorcdo em 320 nm, resultante dos ions
Au(I) livre, tomando o cuidado que ap0s certo tempo ocorre a formacao de nucleos de ouro
que também podem absorvem no comprimento de onda do Au(lll), o que pode gerar um falso
valor (maiores) para a absorvancia dessa espécie. O estudo da variagdo nas concentracfes de
reagentes, tribloco-1 e HAuCl,, e na variacdo da temperatura foi realizado para verificar o
efeito na cinética de formacdo das AuNPs e também para verificar se a razdo estequiometrica
[NJ/[Au(lI)] tem influencia no tamanho, forma e estabilidade das nanoparticulas hibridas
resultantes. Também foi realizado um estudo sobre o efeito da temperatura.

4.4.1 Efeito da concentracdo de copolimero tribloco-1

O efeito da concentracdo de copolimero tribloco-1 foi feito mantendo-se constante a
0,275 mM a concentracdo de HAuCI,, a temperatura em 25 °C e o pH do meio 6,8 (com
solugéo tampao fosfato).

A quantidade de AuNPs sintetizadas nas baixas concentracdes de tribloco-1 foi
pequena sendo quase nula na solucdo onde ndo havia ou havia poucas micelas de copolimero
(na de concentracdo 0,01 mg/mL a absorvancia no PRS ficou em 0,02 u.a. enquanto que na de
0,1 mg/mL a absorvancia chegou a 0,101 u.a.). A figura 24 apresenta os perfis cinéticos para
a absorvancias no PRS da sintese nessas concentracdes. Outra observacdo foi que nessas
concentracdes de tribloco-1 as poucas nanoparticulas formadas ndo foram estabilizadas pelas

cadeias poliméricas tendo-as se aglomerado e precipitado na solucéo.
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Figura 24. Perfis cinéticos para a sintese das AuUNP@tribloco-1 nas concentracfes de polimero utilizada (como
indicado). HAuCl, 0,275 mM e pH 6,8 (STF). As linhas cheias correspondem as absorvancias a cada 3 s no PRS,
0 nimero de simbolos foi reduzido para melhor visualizag&o.

Para as sinteses realizadas com concentracdo maior ou igual a 0,1 mg/mL foi
observado que o periodo que antecede o crescimento das AuNPs, ou seja, quando a
absorvancia no PRS néo ¢ significativa foi cerca de 20 minutos para as concentracdes de 0,1 a
1,0 mg/mL de tribloco-1 estudadas. Enquanto que o aumento da concentracdo para 5,0
mg/mL dobrou esse periodo de inducgdo (45 minutos) esse aumento pode ser entendido como
a necessidade de um tempo maior para que as cadeias de polimero se auto-organizem e
formem uma quantidade minima de nucleos de Au(0) capazes de se coalescerem na etapa de
crescimento. A figura 25 apresenta as sigmoides de formacdo das AuNPs nas diferentes

concentragdes poliméricas utilizadas.
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Figura 25. Perfis cinéticos para a sintese das AuUNP@tribloco-1 nas concentracfes de polimero utilizada (como
indicado). HAuCl, 0,275 mM e pH 6,8 (STF). As linhas cheias correspondem as absorvancias a cada 3 s no PRS,
0 nimero de simbolos foi reduzido para melhor visualizag&o.

Os espectros de absor¢do no UV-vis para as nanoparticulas de ouro sintetizadas nas
diferentes concentracbes de copolimero tribloco-1 e absorcdo maxima em funcdo da
concentracdo de polimero sdo mostrados na figura 26. Quando pouco copolimero tribloco-1
foi usado para mediar a sintese das AuNPs observa-se a presenca de um fraco PRS para 0,1
mg/mL enquanto que para 0,01 mg/mL ndo é observado altera¢cdo no comprimento de onda
deste.

A guantidade de nanoparticulas formadas atinge um patamar para concentracdes acima
de 2,0 mg/mL como € verificado para as sinteses com maior concentracdo polimérica (2,5 e
5,0 mg/mL). Também é possivel verificar que nessas sinteses ha a formacdo de agregados
maiores de nanoparticulas os quais atribuem absorcdo elevada em altos comprimentos de

onda quando comparados com as demais variagoes de tribloco-1.
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Figura 26. Influéncia da concentracdo de tribloco-1 na sintese das AUNPs e seus espectros de absor¢do no UV-
vis para os sistemas AuNP@tribloco-1. HAuCl, 0,275 mM e pH 6,8 (STF).

4.4.2 Efeito da concentracdo de ions Au(l11)

Para o estudo da variacdo da concentracdo dos ions Au(lll) as sinteses foram feitas
mantendo-se a concentracdo de tribloco-1 constante e igual a 1,0 mg/mL, e o pH em 6,8
mantido com solu¢do tampéao fosfato e a temperatura de 25 °C.

Com a variagdo da concentracdo de HAuUCI, a duracdo do tempo de crescimento das
AUNP, isto é, até que a absorvancia no PRS atinja um patamar, foi maior para menores
concentracdes (0,138 mM) com um tempo de ~25 minutos. O aumento na concentracdo
diminui esse tempo, pois com o aumento de espécies em solucdo o choque efetivo entre os
nucleos é mais rapido levando rapidamente a formacao das AuNPs de mesmo tamanho, visto
que durante a sintese ndo h& alteragdo significativa no comprimento de onda do PRS.
ConcentragOes maiores que 0,275 mM, na qual o tempo de crescimento das AuNPs foi de 15
minutos, tiveram a mesma duragéo para o crescimento das AuNPs (~10 minutos). 1sso ocorre
devido a natureza auto-catalitica da reagéo.

Apols o tempo de crescimentos da-se inicio ao periodo de maturagdo no qual os
nacleos de Au(0) ainda em solucdo coalescem a uma taxa bem mais lenta, como por exemplo

a 0,550 mM em que no tempo de maturacdo dessa condi¢do (45 minutos) a absorvancia
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referente as nanoparticulas de ouro aumentou 0,60 u.a. (0,013 u.a./min) enquanto que na etapa
de crescimento a coalescéncia dos nucleos ocorre 8 vezes mais rapido (0,084 u.a./min). A

figura 27 apresenta os perfis cinéticos para todas as concentracGes de HAuCl, estudadas.
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Figura 27. Perfis cinéticos para a sintese das AUNP@tribloco-1 nas concentragdes HAUCI, (como indicado).
Tribloco-1 1,0 mg/mL e pH 6,8 (STF). As linhas cheias correspondem as absorvancias a cada 3 s no PRS, o
ntmero de simbolos foi reduzido para melhor visualizag&o.

A quantidade de nanoparticulas formadas pelo tribloco-1 1,0 mg/mL, as quais sdo
diretamente proporcionais a absorvancia no PRS foi linearmente proporcional com o aumento
HAuCI4 no meio (figura 28). Os espectros de absor¢do medidos ao final da sintese mostram
um PRS bem definido para todas as concentraces e em comprimento de onda bem definido e
semelhantes sugerindo que os sistemas hibridos AuNP@tribloco-1 formados possuem
propriedades eletrénicas e morfologicas parecidas. A relagdo estequiométrica [N] / [Au(l11)]
no estudo da concentracdo de Au(lll) variou de 3,5 a 17,7 e a maior quantidade de ions
ouro(I11) corresponde a [N] / [Au] = 3,5 a maxima concentragdo que levou a solucgdes estaveis
de coloides de ouro. Concentracbes mais elevadas mostraram-se sensiveis a qualquer

perturbacdo no meio que levaram a agregacéo e precipitacdo das AuNPs formadas.
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Figura 28. Influéncia da concentragdo de HAuUCI, na sintese das AuNPs e seus espectros de absor¢éo no UV-vis
para os sistemas AUNP@tribloco-1. Tribloco-1 1,0 mg/mL e pH 6,8 (STF).

Os estudos também mostraram que, em concentracdes superiores a 0,500 mM os
centros metélicos podem criar pontos de ligacdo cruzada, ligando vérias cadeias de polimero
resultando em uma ligeira turvacdo dessas solucBes. Os espectros de absorcdo no UV-vis
mostraram gque maiores concentrac6es de Au(lll) podem formar agregados, visualizados pelo

aumento da absor¢cdo em maiores comprimentos de onda.

4.4.3 Efeito da temperatura

A temperatura foi o parametro que mais teve influencia na sintese das AuNPs nos dois
tempos estudado, tanto no de inducdo quanto no de crescimento. O estudo foi realizado em
varias temperaturas (20 — 50 °C) com concentragcdo de HAuUClI, e tribloco-1 constantes e
iguais a 0,275 mM e 1,0 mg/mL, respectivamente, e também com pH 6,8 (STF).

Dos processos que ocorrem no tempo de inducdo, reducdo dos ions Au(lll) e
nucleagdo dos atomos de ouro, onde somente o primeiro é possivel acompanhar por
espectroscopia no UV-vis atraves da absorvancia em 320 nm, referentes aos ions Au(lll), os

sistemas onde as temperaturas foram mais elevadas (50 e 35 °C) obtiveram velocidade média
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de consumo de Au(lll) maiores; 0,456 e 0,088 u.a/min respectivamente, quando considerado
as absorvancias até antes da mesma comecar a aumentar pela interferéncia dos nucleos de
Au(0), sendo 2 vezes mais rapida que a temperatura ambiente (25 °C). Ja para a menor
temperatura estudada (20 °C) o tempo de inducdo de decaimento da absorvancia foi duas
vezes maior em relacdo & temperatura ambiente que foi de 30 minutos. Os dados acerca das

absorvéancias referentes ao Au(lll) estdo apresentados na figura 29.
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Figura 29. Decaimento da absorvancia em 320 nm em funcdo do tempo para as maiores (a) e menores (b)
temperaturas estudadas. HAuCl, 0,275 mM, tribloco-1 1,0 mg/mL e pH 6,8 (STF).

O final do periodo de inducdo coincidiu com o inicio do periodo de crescimento das
AUNPs nas temperaturas estudadas e que seguiu 0 mesmo comportamento, ou seja, foi mais
rapido nas maiores temperaturas, chegando a 0,155 u.a./min a 50 °C e 0,118 u.a/min a 35 °C.
A0 passo que a sintese realizada a 20 °C a velocidade média de crescimento das AuNPs foi de
0,02 u.a./min. Com a velocidade maior o tempo de crescimento foi menor nas maiores
temperaturas, onde com cerca de 5 minutos a maior quantidade de AuNP ja havia sido
formada e a absorvancia durante o restante da sintese (79 minutos) aumentou apenas 0,120
u.a. a 50 °C. O comportamento inverso foi observado na menor temperatura de sintese, 20 °C,
sendo necessario acompanhar o PRS por um tempo maior. A 20 °C a velocidade média de
crescimento das AuNP foi 0,025 u.a./min por 20 minutos, apds, comecou 0 periodo de
maturacdo onde a variacdo na absorvancia foi de 0,003 u.a./min. A figura 30 apresenta 0s

perfis cinéticos nas diferentes temperaturas de sintese estudada.
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Figura 30. Perfis cinéticos para a sintese das AUNP@tribloco-1 nas diferentes temperaturas de sintese (como
indicado). HAuCI, 0,275 mM, tribloco-1 1,0 mg/mL e pH 6,8 (STF). As linhas cheias correspondem as
absorvancias a cada 3 s no PRS, o numero de simbolos foi reduzido para melhor visualizagéo.

O efeito pronunciado da temperatura nas etapas da sintese de AuNPs €é devido ao

movimento Browniano das particulas que aumenta com o0 aumento da temperatura
favorecendo o choque efetivo entre os reagentes, no caso [AuCly] e tribloco-1 no periodo de
inducdo e os nucleos de Au(0) na etapa de crescimento, além de aumentar a velocidade de
migracdo do nucleos ndo encapsulados para o interior do nucleo micelar pelo aumento do
coeficiente de difusdo das espécies.

Apesar da grande influencia nos periodos de inducdo e crescimento das AuNPs a
temperatura ndo alterou a quantidade de particulas formadas, visto que a absorvancia no

tempo maximo considerado para a sintese ficou entre 0,598 e 0,740 u.a. nas temperaturas

estudadas como mostra a figura 31.
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Figura 31. Influéncia da concentracdo da temperatura na sintese das AuNPs e seus espectros de absor¢ao no
UV-vis para os sistemas AUNP@tribloco-1. HAuCI, 0,275 mM, tribloco-1 1,0 mg/mL e pH 6,8 (STF).

Pelos espectros de absorcdo no UV-vis observa-se que na sintese a 20 °C o plasmon
ressonante de superficie das nanoparticulas de ouro se desloca para o vermelho na regido do
visivel e apresentar maior absorvancia em maiores comprimentos de onda do que a AuNPs
sintetizadas em maiores temperaturas, fato esse que pode indicar a presenca de aglomerados

na solucao.

4.5 Estabilidade dos sistemas hibridos AUNP@tribloco-1

A estabilidade dos sistemas hibridos foi acompanhada através dos espectros de
absorcdo no UV-vis para as solugdes apos 7 meses para a variagdo de copolimero tribloco-1 e
2 meses para a variacdo de HAuUCI, e da temperatura da sintese das AuNPs revestidas pelo
copolimero tribloco-1.

Para os coloides de ouro sintetizados em diferentes concentracfes de tribloco-1 o
comprimento de onda do PRS das AuNPs apds meses de sintese ndo é alterado, indicio este
gue mostra que os sistemas hibridos continuam do mesmo tamanho, visto que a posi¢éo do

PRS depende do tamanho dos mesmos. A absorvancia no plasmon ressonante de superficie
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das AuNPs aumentou decorridos meses da sintese, inferindo que as micelas de copolimero
tribloco-1 puras existentes em solugdo continuam a etapa de crescimento dos nucleos gerados
no periodo de inducdo entumecendo-se com as AuNPs até que a capacidade das mesmas seja

atingida. Os espectros de absor¢do no UV-vis ap0s sete meses da sintese sdo apresentados na

figura 32.
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Figura 32. Espectros de absorcdo para concentracdes de copolimero tribloco-1 apds 83 minutos de reacdo
(linhas cheias) e 7 meses apos a sintese (linhas tracejadas) HAuCl, 0,275 mM e pH 6,8 (STF).

A figura 33 mostra as dispersdes coloidais de ouro sintetizadas variando-se a
concentracdo de tribloco-1 e nela é possivel observar que somente a baixas concentracfes de

polimero ocorre a precipitacdo das AuNPs.
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Figura33. Dispersdes coloidais de AuNPs sintetizadas nas diferentes concentragdes de tribloco-1 apos sete
meses da sintese. As concentracBes aumentam da esquerda para a direita - 0,1 a 5,0 mg/mL de tribloco-1.
HAuCI, 0,275 mM e pH 6,8 (STF).
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Através da absorvancia no PRS dos espectros no UV-vis tirados apos 2 meses da
sintese das AuNPs quando a varidvel foi a concentracdo de precursor metélico é verificado
que assim, como no caso da variagdo de concentracdo de copolimero, a absorvancia é
aumentada e a localizacdo da ressonancia plasmonica de superficie ndo é alterada, sendo bom
indicio de que os sistemas hibridos permaneceram do mesmo tamanho com o passar do
tempo. A figura 34 apresenta as absorvancias no PRS 2 meses para as concentracdes de
ouro(l11). Os espectros para essas solucBes encontram-se no anexo do trabalho. As solucdes
coloidais também sdo apresentadas na figura 34 na qual é claramente observado o aumento
na intensidade da coloragdo com o aumento da concentracdo de HAuUCI,, ou seja, nas maiores
concentracfes de Au(lll) a quantidade de AuNPs formadas € maior o que leva a coloragdes

mais intensas, como visto pelo aumento na absorvancia referente ao PRS das mesmas.
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Figura 34. Plot das absorvancias no PRS versus concentracdo HAuCl, ao final da sintese (83 minutos) e
decorridos 2 meses em (a). Dispers6es coloidais de AUNPs@tribloco-1 sintetizadas nas diferentes concentracfes
de HAUCI, (b) apds 2 meses. A condigcdo aumenta da esquerda para a direita em (b) 0,138 a 0,688 mM de
Au(Il). Tribloco-1 1,0 mg/mL e pH 6,8 (STF).
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Quando a temperatura de sintese foi modificada a estabilidade ap6s 2 meses de sintese
mostrou 0 mesmo comportamento que nas sintetizadas variando as concentra¢des de polimero
e de precursor aurico, ou seja, a absorvancia referente as AuNPs aumentou indicando que
mais nucleos de Au(0) foram crescidos e incorporados pelas micelas que ainda ndo tinham
atingido a capacidade de incorporacdo de Au(0) apds o periodo de crescimento, sem alteracao
significativa no comprimento de onda do plasmon ressonante de superficie. Os espectros de

absorcéo apds 2 meses da sintese estdo apresentados na figura 35.

(a) T T T T

12 - —50°C| 1
\ /I .
\ ;o\ 35°C
P (AR  ire
' 10 \N 25°C

Absorvancia / u.a.

300 400 500 600 700 800
Comp. Onda / nm

Figura 35. Espectros de absor¢do quando variada a temperatura de sintese apds 83 minutos de reacdo (linhas
cheias) e 2 meses apds a sintese (linhas tracejadas) em (a) e disperses coloidais de AuNPs@tribloco-1
sintetizadas em diferentes temperaturas em (b) apés 2 meses. A condigdo aumenta da esquerda para a direita em
(b) 20 °C a 50 °C. HAuCIl, 0,275 mM, tribloco-1 1,0 mg/mL e pH 6,8 (STF).
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Conclusoes

O copolimero anfifilico PEO;13-b-PG2MAg3,-b-PDPAs, foi efetivo na sintese de
nanoparticulas de ouro atuando, simultaneamente, como agente redutor e estabilizante das
mesmas e ainda na sintese em apenas uma etapa e com numero minimo de reagentes. O
copolimero em bloco e que possui um segmento polimetacrilato de 2-diisopropilaminoetila,
principal responsavel pela reducdo dos ions Au(lll) pelos atomos de nitrogénio resultou em
nanoparticulas de ouro protegidas pelo copolimero de boa qualidade, sendo uniformemente
esféricas e com plasmon ressonante de superficie caracteristico centrado em cerca de 530 nm.

As nanoparticulas sintetizadas pelos copolimeros aminados obtiveram melhores
resultados quando o grau de neutralizacdo dos grupos contendo nitrogénio foi 0,50, isto €, a
solucdo deve ter um pH proximo do pKa do segmento polimetacrilato de 2-
diisopropilaminoetila e ainda sdo dependentes da relacdo estequiométrica [N]/[Au(l11)], sendo
que abaixo de 3,5 as dispersdes coloidais sdo mal definidas e o sistema é instavel. O pKa dos
grupos aminos € regido pela polaridade do substituinte alquil (metil, etil, isopropil), portanto o
pH Otimo para a sintese deve ser selecionado de acordo com o polimero reativo. Meios
fortemente béasicos (pH > 9, quase total desprotonagdo dos grupos aminos) levam a formagéo
de micelas altamente desidratadas que dificultam a difusdo de espécies de ouro e portanto, a
quantidade de nanoparticulas de ouro produzidas a pH elevado diminui significativamente.

Os blocos constituintes da casca micelar, PEO e PG2MA néo foram capazes de reduzir
o ouro(l11) como o bloco do nucleo micelar, PDPA, cabendo a eles a fungdo de estabilizar as
AUNPs em solucéo.

O estudo realizado alterando-se parametros como as concentracBes de reagentes,
temperatura e pH da sintese apresentou resultados satisfatorios, os quais mostram que esses
parametros influenciam principalmente a quantidade das nanoparticulas sintetizadas. As
analises de espectroscopia no infravermelho e analise termogravimétrica, e também as
micrografias de transmissdo eletrénica dos sistemas hibridos confirmam que o copolimero
PEO;13-b-PG2MA3,-b-PDPAs, reveste satisfatoriamente as nanoparticulas de ouro.

As nanoparticulas de ouro com superficie funcionalizadas oferecem novas
possibilidades em nanomedicina, além da aplicacdo em catalise, desde que o controle sobre as
interacdes entre o catalisador de ouro e substrato é controlada através da selecdo do polimero

de revestimento.
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Anexo A — Revisdo sobre espalhamento de luz dindmico (DLS)

Técnicas de espalhamento de luz baseiam-se no espalhamento de luz causada por um
conjunto de particulas, sem interagdes entre si e suficientemente pequenas em comparagao ao
comprimento de onda da luz incidente. Cientistas como Lord Rayleigh e Tyndall foram os
primeiros a estudar o fendmeno na teoria e na pratica respectivamente.

O mecanismo de espalhamento de luz por uma particula se da a partir da inducéo de
um dipolo momentaneo que € resultante da interacdo da radiacdo eletromagnética com a
particula. Assim o vetor elétrico da onda de luz interage com os atomos nela contidos e retira
os elétrons da posicao de equilibrio, o que gera o dipolo. Uma vez que a particula é pequena,
comparada ao comprimento de onda de luz, pode-se assumir que, em qualquer instante, toda a
extensdo da particula esteja sujeita ao mesmo campo elétrico. O vetor elétrico da onda de luz
flutua em magnitude com tal frequéncia, e devido a isto, o dipolo oscilante emite energia
continuamente na forma de radiacdo eletromagnética na mesma frequéncia que o vetor
elétrico (também conhecida como radiagdo secundaria), dessa forma ocorre o espalhamento
da luz incidida.

Caracteristicas do sistema irradiado (interacdes, forma e tamanho) podem ser Uteis
para informagdes como a estrutura e a dindmica molecular do meio espalhador; ja que
mudangas na frequéncia, na intensidade da radiacdo espalhada, a polarizagéo e a distribuicéo
angular delas sdo dependentes.

A técnica de espalhamento de luz dindmico, DLS do inglés “dynamics light
scattering” ¢ fundamentada no espalhamento de luz devido ao movimento browniano (ou
aleatorio) das particulas na dispersdo. Nas medidas de DLS sdo consideradas as flutuacdes na
intensidade de luz espalhada em funcdo do tempo medido e estas sdo definidas pela forma,
tamanho, interacdes moleculares, repulsdes das particulas, ou seja, das caracteristicas fisico-
quimicas que elas apresentam.

Na técnica de DLS ¢ possivel identificar todas as populacfes de variados tamanhos
didmetros, ndo somente um valor médio de diametro. Além de determinar as populacdes e
seus diametros, no DLS o raio medido é o hidrodindmico que leva em consideragdo a camada
de solvatacao das particulas, sendo assim, considerado mais efetivo.

Em um meio liquido as particulas nele dispersas movem-se ao acaso e sua velocidade
depende do tamanho delas de forma que particulas menores movem-se mais rapidamente ao

passo que as maiores tém um movimento mais lento e, portando particulas menores possuem
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um coeficiente de difusdo (D) maior. Para uma dispersdo de particulas esféricas, com
viscosidade, n e temperatura constante, T; o coeficiente de difusdo ¢ inversamente
proporcional ao raio hidrodindmico, Ry das particulas, segundo a equacdo de Stokes-Einsten

(eqg. 1), onde k é a constante de Boltzmann.

KT «
Ry = P—— (equacdo 1)

Devido ao movimento browniano, a intensidade da luz espalhada por um conjunto de
particulas sofre flutuaces ao longo do tempo. Como a janela através da qual a luz espalhada
pelas particulas alcanca um detector possui dimensdo reduzida, a intensidade da luz que
atinge o detector ira flutuar devido ao movimento dessas particulas. Essa flutuacdo da
intensidade de luz espalhada ocorrera com maior velocidade quando as particulas presentes na
dispersdo forem menores, pois as mesmas passam diante da janela um nimero maior de vezes
dentro de um intervalo de tempo. Logo, existe uma relacdo entre a velocidade de flutuacéo da
luz espalhada e o coeficiente de difusdo das particulas.

Existe ainda uma funcdo de autocorrelacdo da intensidade de luz espalhada que para o
caso de particulas pequenas diminui mais rapidamente com o tempo que no caso de particulas
grandes. A funcédo de autocorrelagdo, G(t) é apresentada na equacédo 2, onde I(t,) e I(ty + t)

sédo as intensidades de luz espalhada nos instantes t, e (t, + t) respectivamente.

G(t) = (I(ty) X I(ty +t)) (equacdo 2)

No tempo t=t, =0, a intensidade de espalhamento é I(0) e a funcdo de
autocorrelacdo possui um valor maximo. Com o passar do tempo a intensidade de
espalhamento em um tempo (t, + t) terd cada vez menos correlagdo com a intensidade de
espalhamento inicial, e a média sobre os produtos das intensidades, que € G(t), tende a zero.
Admite-se que a funcdo de autocorrelagdo decai exponencialmente com o passar do tempo.

Através do tratamento de dados relativos as flutuagdes do sinal de intensidade da luz
espalhada pela particula em fungéo do tempo € conseguido obter o espectro de frequéncias de

flutuacdo. A funcdo de correlacdo, G(t) é obtida pelo valor da meia altura a meia largura da
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curva ajustada por tratamento Lorentziana e apresentada na equacado 3, onde B ¢é o valor da
linha base e A é o fator pré-exponencial contendo constantes Opticas do equipamento e da
amostra ¢ I' ¢ a constante de decaimento da curva exponencial, ou de relaxacdo, gerada pela

funcgéo de autocorrelacéo.
G(t) = Ae ?'t + B (equacio 3)

A equacdo 3 também pode ser escrita como uma transformada inversa de Laplace, a
qual é gerada pelo programa CONTIN ou do algoritmo REPES os quais fazem parte do
pacote comercial GENDIST. Na transformada inversa de Laplace t € o retardo das fun¢des de
correlacdo e a funcdo resultante, A(7) é uma distribuicdo dos tempos de relaxacdo (equacao
4).

Ioty-1=p [a@) e ar (BOUACEO )

A constante de relaxacdo é diretamente proporcional ao coeficiente de difusdo
aparente e ao vetor de onda da luz espalhada que por sua vez é dependente do indice de
refracdo do liquido de dispersa as particulas (n), do angulo de detecgdo da luz espalhada (8) e

do comprimento de onda da luz incidente (Ag) COMo mostram as equacgdes 5 e 6.

I' = Dg? (equagdo 5)

q = <47Tn//10> sen (9/2> (equacao 6)
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As distribuicGes dos tempos de relaxacdo A(t) foram obtidas usando o programa
comercial CONTIN, através da anélise da funcdo de autocorrelacdo. O coeficiente de difuséo
aparente, D, foi calculado a partir da variacdo da frequéncia de relaxagdo, I, como uma
funcdo de g2 através da equacdo 6. O coeficiente de difusdo translacional em diluicdo
infinita, D,, foi entdo calculado por D = D0(1+ kg Cp), onde k; & o coeficiente de
concentracdo virial. Por fim, o raio hidrodindmico € obtido através da equacgdo 1, de Stokes-

Einstein.

Anexo B — Revisdo sobre microscopia eletronica de transmisséo (TEM)

A técnica de microscopia eletronica de transmissao, atualmente, é a mais utilizada para
caracterizar materiais micro e nanoestruturados com aplicacfes especialmente na area da
engenharia de materiais e bioldgicas. Através da TEM é possivel a determinacdo de
morfologias e também de transi¢des destas em sistemas auto-organizaveis poliméricos.

A técnica consiste no bombardeamento de elétrons em direcdo a uma amostra ultrafina
e que interage com a mesma. A interacdo dos elétrons transmitidos através da amostra forma
uma imagem que é ampliada e focada em um dispositivo de imagem, como uma tela
fluorescente em uma camada de filme fotografico, ou entdo a imagem ¢é detectada por uma
camera com sensor de dispositivo de carga acoplada (CCD).

Os elementos constituintes dos microscopios eletrbnicos de transmissdo sao
basicamente um emissor de elétrons de alta tensdo (filamento de tungsténio ou uma fonte de
hexaboreto de lantanio) que geram um feixe de elétrons, os quais vao em direcdo a amostra
gue se encontra na parte inferior do microscépio. Os elétrons espalhados pela amostra geram
através de lentes de aumento magnéticas uma imagem no detector. Ao longo da coluna do
microscopio existem aberturas responsaveis pela qualidade da imagem, como contraste e
resolucdo. Para que os elétrons ndo interajam com as moléculas presente no ar, a coluna é

evacuada a baixas pressdes, da ordem de 10 Pa.
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Anexo C — Termogramas da perda de massa em funcé@o da temperatura e espectros de absor¢do

no infravermelho.
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Figura C1. Termogramas do copolimero tribloco-1, PEO;13-b-PG2MAz,-b-PDPAs, em (@) e para o sistema
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Figura C2. Espectro de infravermelho do copolimero tribloco-1 puro (marrom) e do sistema hibrido
AuUNP@tribloco-1 (verde).
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Anexo D — Voltamogramas ciclicos e espectros de absorg¢éo no UV-vis

- RS069B e RS072
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Figura D1. Voltamogramas ciclicos medidos a 50 mV/s em solugdo aquosa de PEO 0,242 mg/mL e apés a
mistura com HAuCl, 0,275 mM pH 4,0 e usando KH,PO,/K,HPO, 0,1 M como eletrélito.
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Figura D2. Voltamogramas ciclicos medidos a 50 mV/s em solucdo aquosa de PEO-PPO-PEQ 0,347 mg/mL e
apos a mistura com HAuCI, 0,275 mM pH 4,0 e usando KH,PO,/K,HPO, 0,1 M como eletrélito.
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RS070 - Glicerol
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Figura D3. Voltamogramas ciclicos medidos a 50 mV/s em solug8o aquosa de glicerol em pH 5 e 6,8 e usando
KH,PO,K,HPO, 0,1 M como eletrélito.
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Figura D. Espectros de absor¢do no UV-vis para os polimeros (linhas tracejadas) e para as solucfes poliméricas
com Au(l1) 0,275 mM ap6s 24 horas sob agitagdo (linhas cheias)



Anexo E — Fracdo molar das espécies RN; em fun¢do do pH
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Figura E1. Distribuicdo da fragdo molar dependente do pH das espécies desprotonadas PDPA (pKa =

6,8) e PDEA (pKa = 7,3).

Anexo F — Espectros de absorcédo no UV-vis para as solugdes coloidais de ouro ap6s 2 meses da

sintese
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Figura F1. Espectros de absor¢do no UV-vis para os sistemas hibridos AuNP@tribloco-1 em 83 minutos de

sintese (linhas cheias) e 2 meses ap6s o fabrico (linhas tracejadas). Tribloco-1 1,0 mg/mL, pH 6,8 e 25°C.
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Abstract: The single-step/single-phase synthesis of hybrid organic-inorganic core-shell gold
nanoparticles (AuNPs), facilitated by amino-functionalized amphiphilic block copolymers
that simultaneously play the roles of reductant and stabilizer, was investigated in this study.
Experiments were devised with emphasis on the pH-responsive poly(ethylene oxide)-b-
poly(2,3-dihydroxypropyl  methacrylate)-b-poly[2-(diisopropylamino)ethyl — methacrylate]
triblock copolymer, which allows direct chemical cross-linking of the micellar structures to be
performed. The polymer structure-reactivity relationship associated with the AuNP formation
was established using a set of six structurally related macromolecules. AUNP formation was
dependent on the aqueous dissociation equilibrium involving tertiary amino groups, the
Au(lll) speciation, and electrochemical redox potentials. The effects of these parameters on
the synthesis of AuNPs change as the solution pH is increased from pH 3.3 (molecularly
dissolved polymer chains; no AuNP formation) to 6.8 or higher (polymer chains self-
assembled into spherical micelles; stable gold sols are produced), and Au(lll) reduction
potentials shift toward the cathodic region whilst the oxidation potential of deprotonated
amino groups decreases. Sigmoidal nanoparticle growth kinetics was observed in all cases
after a characteristic induction period. Stable, well-defined, uniform polymer-coated gold
colloids with localized surface plasmon resonance centered at 530 nm can be conveniently
produced in one-pot, two-reactant, no work-up reactions when the stoichiometry is [N]/[Au] =
3.5-25.0.
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