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can you hear the women who came before me
five hundred thousand voices

ringing through my neck

as if this where all a stage built for them
1 can’t tell which parts of me are me
and which parts are them

can you see them taking over my spirit
shaking out of my limbs

to do everything

they couldn’t do

when they were alive

(KAUR, 2020)



RESUMO

A ablagdo a laser em liquidos (LAL) ¢ um método fisico para producdo de nanoparticulas
(NPs) que apresenta uma abordagem ecologicamente amigavel, atraindo até mesmo a atengao
industrial. Esta técnica permite a producdo de NPs sem o uso de reagentes toxicos e sem
geragao de residuos, utilizando apenas um feixe de laser para ablacionar um alvo sélido
imerso um meio liquido. Uma das vantagens da LAL, em compara¢do com o método quimico
de sintese, ¢ a possibilidade de produzir NPs sem ligantes, nem residuos de precursores e
subprodutos reacionais ligados a superficie, resultando em NPs de alta pureza. Tais aspectos
tornam a LAL um método interessante para a producao de nanoparticulas de ouro (AuNPs), as
quais desempenham um papel importante na fabricacdo de sensores eletroquimicos, devido
sua excelente condutividade elétrica e estabilidade quimica. Em especifico, a elevada pureza e
area superficial disponivel das AuNPs produzidas por LAL, faz com que os atomos na
superficie das NPs sejam facilmente acessiveis, levando ao aumento do numero de sitios
ativos para reagoes eletroquimicas e cataliticas. Neste trabalho, avaliou-se a viabilidade de
producao de AuNPs pela técnica LAL utilizando um laser de fibra comercial nanopulsado. A
influéncia dos parametros intrinsecos do laser, como largura de pulso, frequéncia e poténcia
do laser, na concentracdo de distribuicao de tamanho das AuNPs foi investigada. Em seguida,
parametro extrinsecos como a velocidade de varredura do laser e o tempo de ablagdo foram
otimizados. As amostras foram caracterizadas por espectroscopia UV-Vis, DLS, e a
concentragdo tedrica foi determinada pela diferenca de massa do alvo antes e apds o processo
de ablacdo. A condi¢do de maior desejabilidade visando alta concentragdo e baixa distribui¢ao
de tamanho de particula, foi alcancada com o uso de pequena largura de pulso (4 ns), alta
frequéncia (1500 kHz) e alta poténcia (50 W). Com o aumento da velocidade de varredura do
laser, uma maior geracdo de particulas foi inicialmente observada (de 500 a 1000 mm/s),
seguida de um efeito de fragmentacdo das particulas geradas (de 1000 a 2000 mm/s). Essa
fragmentagdo se tornou ainda mais evidente com o aumento do tempo de ablagdo, sendo
acompanhada por uma redug¢do da produtividade do processo. Micrografias de TEM
mostraram nanoparticulas esféricas com tamanho médio de 20 + 8 nm para AuNPs produzidas
em agua deionizada por 120 segundos e 15 + 5 nm para AuNPs produzidas em 300 segundos,
ambas usando os mesmos parametros otimizados de producdo. A adicdo de NaCl (100 uM)
no meio aquoso da ablacao, permitiu a producao de AuNPs menores € com uma distribuicao
de tamanho mais estreita, alcangando didmetro de 10 + 2 nm. Analises de XRD evidenciaram
a formacao da estrutura cristalina tipica do ouro metalico para as amostras produzidas tanto
em agua deionizada pura, quanto na presenca de NaCl. Além disso, a adigdo de NaCl no meio
liquido levou a formacdo de amostras mais estaveis e reprodutiveis, considerando a
variabilidade de diferentes lotes de produgdo. Dessa forma, estas amostras foram selecionadas
para aplicacdo em um sensor eletroquimico para determinacdo da dopamina por voltametria
ciclica. Um perfil eletrocatalitico e um aumento de 3 e 6 vezes no modulo da corrente de pico
de oxidagdo e reducdo, respectivamente, foram alcangados com eletrodos modificados com
AuNPs produzidas por LAL em comparagio com eletrodos de carbono vitreo nao
modificados. Quando comparadas com AuNPs produzidas por rota quimica, as AuNPs
obtidas por LAL se mostraram mais eficientes em facilitar a transferéncia eletronica de
reacoes eletrocataliticas. O sensor desenvolvido alcangou um limite de deteccao de 0,77 uM e
1,08 uM considerando o sinal de oxidacdo e reducdo, respectivamente, sendo promissor para
aplicacdo na determinagdo da dopamina.

Palavras-chave: Nanotecnologia verde. Nanoparticulas de ouro. Ablagdo a laser. Sensores
eletroquimicos. Dopamina.



ABSTRACT

Laser Ablation in Liquids (LAL) is a physical method for producing nanoparticles (NPs) that
presents an eco-friendly approach, attracting even industrial attention. This technique allows
the production of NPs without using toxic reagents and with no waste generation, using just a
laser beam to ablate a solid target inside a liquid medium. One of LAL's advantages,
compared to the chemical method, is the possibility of producing NPs without ligands,
residual precursors, and reduction reaction products on their surface, resulting in high purity
NPs. Such aspects make LAL an interesting method for producing gold nanoparticles
(AuNPs), which play an important role in the manufacture of electrochemical sensors due to
their excellent electrical conductivity and chemical stability. In particular, the high purity and
available surface area of AuNPs produced by LAL make the atoms on the surface easily
accessible, leading to an increase in the number of active sites for electrochemical and
catalytic reactions. This work evaluated the feasibility of producing AuNPs by the LAL
technique using a commercial nanopulsed fiber laser. The influence of intrinsic laser
parameters, such as pulse width, frequency, and laser power on the AuNPs concentration and
size distribution was investigated. Then, extrinsic parameters such as laser scan speed and
ablation time were optimized. The samples were characterized by UV-Vis spectroscopy, DLS,
and the theoretical concentration was determined by the target mass difference before and
after the ablation process. The highest desirability condition aiming at high concentration and
low particle size distribution was achieved with the use of small pulse width (4 ns), high
frequency (1500 kHz), and high power (50 W). As the laser scan speed increased, a higher
particle generation was initially observed (from 500 to 1000 mm/s), followed by a
fragmentation effect of the generated particles (from 1000 to 2000 mm/s). This fragmentation
became even more evident with the increase in the ablation time, accompanied by a reduction
in the productivity of the process. TEM images showed the spherical morphology of AuNPs
with an average size of 20 +£ 8 nm for AuNPs produced in deionized water for 120 seconds
and 15 £ 5 nm for AuNPs produced for 300 seconds, both using the same optimized
production parameters. The addition of NaCl (100 uM) in the aqueous medium of the ablation
allowed the production of smaller AuNPs, reaching a diameter of 10 + 2 nm, presenting a
narrower size distribution. XRD analyzes evidenced the formation of the typical crystal
structure of metallic gold for the samples produced both in pure deionized water and in the
presence of NaCl. Furthermore, the addition of NaCl in the liquid medium resulted in more
stable and reproducible samples, considering the variability of different batches. Thus, these
samples were selected for application in an electrochemical sensor to determine dopamine by
cyclic voltammetry. An electrocatalytic profile and a 3- and 6-fold increase in the peak
current modulus of oxidation and reduction, respectively, were achieved with electrodes
modified with AuNPs produced by LAL compared to unmodified glassy carbon electrodes.
Compared to AuNPs produced by chemical route, LAL-AuNPs showed to be more efficient
in facilitating the electronic transfer and electrocatalytic reactions. The developed sensor
reached a limit of detection of 0.77 uM and 1.08 uM, considering the oxidation and reduction
signal, respectively, being promising for dopamine determination.

Keywords: Green Nanotechnology. Gold Nanoparticles. Laser Ablation. Electrochemical
sensor. Dopamine.
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) possuem propriedades fisico-quimicas que
interessam a diversos campos interdisciplinares de aplicagao da nanotecnologia como a fisica,
quimica, biologia, medicina e ciéncia dos materiais, com foco, principalmente em aplicagdes
biomédicas e em sensores (TROUILLER et al., 2015). As aplicagdes promissoras dessas
nanoparticulas (NPs) desencadeiam um interesse crescente em técnicas de producao que
resultem em alto rendimento e apresentem seguranca ocupacional e ambiental, além de
permitirem a obtengdo de particulas de alta pureza e elevada area superficial disponivel para
interagdes (BUENO-ALEJO et al., 2012).

As técnicas convencionais de sintese de AuNPs sdo baseadas na redugdo quimica,
exigindo reagentes quimicos como 4cidos, redutores, solventes e ligantes que podem induzir
toxicidade nos produtos finais e causar problemas para posterior funcionalizacdo e aplicacao
desses materiais (AMENDOLA; MENEGHETTI, 2007; CONNOR et al., 2005). Nessas
condi¢cdes, as AuNPs obtidas podem apresentar, ligados em sua superficie, restos de reagentes
e moléculas de estabilizantes que geralmente precisam ser removidos ou trocados, exigindo
técnicas de purificagdo dispendiosas e que podem gerar ainda mais residuos. Além disso, em
muitos casos, nem sempre os rendimentos das sinteses sdo altos o suficiente para serem
considerados vantajosos (BUENO-ALEJO et al., 2012).

Visando incentivar o emprego de tecnologias mais sustentaveis nos processos de
desenvolvimento e producdo de produtos quimicos, Anastas e Warner (1998) estabeleceram
os 12 Principios da Quimica Verde, apresentados no Quadro 1. Estes principios definem
estratégias para processos de alto aproveitamento e baixa geracdo de residuos, aspectos

cruciais para a viabilidade comercial de um produto (ANASTAS; WARNER, 1998).

Quadro 1 — Descri¢do dos 12 principios da quimica verde

E melhor prevenir residuos, que trata-los depois de

P1 Prevencao de residuos
serem gerados.

As metodologias sintéticas devem ser desenvolvidas de
P2 Economia de atomos modo a incorporar o maior nimero possivel de d&tomos
dos reagentes no produto final.

Deve-se desenvolver rotas sintéticas que utilizem e
P3 Sintese segura gerem substancias com pouca ou nenhuma toxicidade a
satide humana e ao ambiente.
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Projetistas precisam assegurar, tanto quanto possivel
Desenho de processos ) P gutab, ’

P4 que todo o material e energia utilizados ou produzidos
Seguros ndo gerem riscos ambientais.

Substancias auxiliares como solventes, agentes de

P5 Solventes auxiliares purificagdo e secantes, precisam ser evitadas ao

seguros maximo, quando inevitavel, devem ser inofensivos ou

reutilizados.

Produtos, processos e sistemas devem ser planejados
P6 Eficiéncia energética para maximizar a eficiéncia no uso de materiais,
energia, espago e tempo.

L. O uso de biomassa como matéria prima deve ser
Fontes renovaveis de .. . .
P7 . X priorizado no desenvolvimento de novas tecnologias e
materia prima
processos.

.. . A geracdo de derivados deve ser minimizada e quando
Minimizar ou evitar , ) .
P8 possivel, evitada, pois essas etapas usam reagentes

derivacio C .
¢ adicionais que podem gerar residuos.
O uso de catalisadores (tdo seletivo quanto possivel)
P9 Catalise deve ser escolhido em substituigdo aos reagentes

estequiométricos.

Os produtos quimicos precisam ser projetados para a
P10 Produtos degradaveis biocompatibilidade. Apo6s a utilizagdo, ndo devem
permanecer no ambiente, degradando-se.

. A possivel formacao de substancias toxicas deve ser
Analise em tempo real

P11 . detectada antes da sua geracdo por monitoramento e
para prevencio
controle em tempo real do processo.
A escolha das substancias adicionadas ou formadas em
P12 Quimica segura para um processo quimico deve considerar a minimizagao
prevencao de acidentes do risco de acidentes, vazamentos, incéndios e
explosdes.

Fonte: (ANASTAS; WARNER, 1998).

Considerando tais aspectos estabelecidos e buscando uma técnica possivel de se
obter AuNPs de alta pureza de forma mais verde, a sintese por ablacdo a laser em meio
liquido surge como uma alternativa. Essa metodologia consiste basicamente em utilizar um
alvo soélido irradiado por um laser de alta energia que seja capaz de remover nanoparticulas
desse material. A grande vantagem dessa técnica ¢ a nao utilizacdo de reagentes quimicos ou
ligantes, sendo capaz de produzir NPs de alta pureza e sem a geragao de residuos (BESNER et
al., 2008; KALUS et al., 2017; SPORTELLI et al., 2018). Além disso, particulas carregadas

eletricamente podem ser produzidas apenas em agua, conferindo estabilidade a dispersao, sem
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a necessidade de estabilizantes e/ou ligantes, por meio da repulsdo eletrostatica (LETZEL et
al., 2019; WALTER et al., 2010), dessa forma, contribuindo com os principios 1, 2, 3,4, 5, 8
e 12 da quimica verde mencionados no Quadro 1.

A otimizagdo de um processo limpo, rapido e eficiente para a sintese de AuNPs puras
e sem ligantes impulsiona o crescimento da sua aplicabilidade, principalmente para o
desenvolvimento de sensores e biossensores. Em especifico, devido sua excelente
condutividade elétrica, estabilidade quimica, resisténcia a oxidacdo, biocompatibilidade e
elevada area superficial especifica, as AuNPs desempenham um papel importante na
fabricacdo de sensores eletroquimicos, sendo utilizadas como excelentes transdutores e
amplificadores de sinais. (PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014; SAHA et al., 2012)

De modo geral, em um sensor eletroquimico, uma reacdo quimica de oxidagdo ou
reducdo de uma substincia de interesse ¢ convertida em um sinal elétrico diretamente
proporcional a concentracdo da substancia. Esses sensores permitem analises em tempo real
de diferentes moléculas, como neurotransmissores, anticorpos, antigenos, toxinas, drogas,
entre outros (PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014; SAHA et al., 2012). A grande vantagem
desse método ¢ a sua elevada sensibilidade e especificidade, além de fornecer respostas a um
baixo custo e facil portabilidade quando comparado as técnicas convencionais como Ensaio
de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA), Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) ou Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

Nesse campo, as AuNPs sdo excelentes candidatas para a modificacdo quimica de
eletrodos, conferindo um aprimoramento da transferéncia de elétrons entre o analito e o
sensor, permitindo o desenvolvimento de dispositivos mais sensiveis e seletivos (ZHU et al.,
2002). Dessa forma, as AuNPs produzidas por ablagdo a laser sdo extremamente promissoras
nesse campo de aplicacdo, pois devido a sua elevada pureza e area superficial disponivel, os
atomos de metal na superficie das NPs sejam mais facilmente acessiveis quando comparadas
as AuNPs produzidas por rotas quimicas convencionais e, portanto, espera-se um aumento do
numero de sitios de superficie ativos para reacdes eletroquimicas e cataliticas.

Apesar da producdo de nanoparticulas por ablagdo a laser ter avancado nas ultimas
décadas, essa técnica ainda perde espaco para a rota quimica convencional tanto em escala
industrial quanto laboratorial. Um controle fino da distribui¢do do tamanho e da morfologia
das particulas sdo deficiéncias da ablacdo a laser quando comparada com rotas quimicas.
Dessa forma, esfor¢os devem ser mantidos para a completa maturidade desse processo

(AMANS; CAIL; BARCIKOWSKI, 2019).
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Dentro desse contexto, esta pesquisa visou explorar o potencial da sintese de
nanoparticulas de ouro utilizando a técnica de ablagcdo a laser em meio liquido aquoso
buscando a otimizagdo dos parametros do processo para obtencdo de particulas com
propriedades como diametro, distribuicdo de tamanho e concentracdo adequadas para

aplicagdo em sensores eletroquimicos.

1.1  JUSTIFICATIVA

Estima-se que o mercado de diagnosticos point of care ira chegar a US$ 49,6 bilhdes
até 2027, a uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 8,6% (MARKETS AND
MARKETS, 2021). Este setor de diagnosticos, em especifico, se destaca como uma das areas
mais promissoras de aplicagdo das nanoparticulas de ouro. Dessa forma, estima-se que a
demanda por esses nanomateriais apresentara um crescimento significativo nos proximos
anos. Segundo o relatorio de pesquisa de mercado "Gold Nanoparticle Market Research
Report by End User - Global Forecast to 2025 - Cumulative Impact of COVID-19" publicado
em junho de 2021 pela 360iResearch, o tamanho do mercado global de nanoparticulas de ouro
foi estimado em US $ 3.667,03 milhdes em 2019 e deve atingir US $ 7.455,01 milhdes em
2025, aum CAGR de 12,55% (360IRESEARCH, 2021).

Atualmente no Brasil, ndo existem fornecedores de nanoparticulas de ouro em larga
escala, o que torna o nosso pais dependente de tecnologias importadas. A producdo e
fornecimento de AuNPs esta atualmente concentrada nos Estados Unidos, com 44% do
volume movimentado, seguido da regido Asia-Pacifico com 30%, Europa com 21,42%, e
4,58% no resto do mundo (GRAND VIEW RESEARCH, 2019).

Esse fator se torna uma barreira para o avanco tecnoldgico devido aos elevados
custos de importagdo, tempo necessario para fornecimento e falta de proximidade com os
fabricantes para desenvolvimentos conjuntos.

Nesse cendrio, a motivagao desta pesquisa ¢ estimular a produg¢do nacional de
nanoparticulas de ouro por meio de um método simples, eficiente e limpo, isto ¢, livre de
contaminantes toxicos e prejudiciais a0 meio ambiente, e que resulte em particulas de elevada
pureza, qualidade e propriedades fisico-quimicas adequadas para aplicacdes em diversos

dispositivos, com enfoque em sensores eletroquimicos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Essa pesquisa busca explorar o processo de ablagdo a laser em meio aquoso para
producdo de nanoparticulas de ouro, utilizando um laser de fibra comercial de alta frequéncia
pulsado em nanosegundos. Objetiva-se obter nanoparticulas de ouro ultrapuras com

propriedade fisico-quimicas adequadas para aplicagdes em sensores eletroquimicos.

1.2.2  Objetivos Especificos

e Explorar os parametros intrinsecos (largura de pulso, frequéncia e poténcia) e
extrinsecos (velocidade de varredura do laser e tempo de ablacao) da maquina
laser para viabilizar a produ¢do de nanoparticulas de ouro;

e Avaliar a influéncia dos parametros do laser nas propriedades das nanoparticulas
obtidas tais como concentragao ¢ distribui¢do de tamanho de particula.

e Obter coloides estaveis com particulas esféricas de didmetro < 100 nm, sendo
que quanto menores, mais desejavel e estreita distribuicdo de tamanho,
preferencialmente, monomodal.

e Avaliar a reprodutibilidade e produtividade do processo de ablagdo a laser
desenvolvido para obtencao de dispersdes de nanoparticulas de ouro;

e Avaliar o potencial de aplicacdo das nanoparticulas produzidas por ablagdo a

laser em sensor eletroquimico para determinagdo da dopamina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, sera apresentada uma revisdo bibliografica acerca das tecnologias
empregadas neste trabalho, possibilitando ao leitor o conhecimento da tematica do estudo.
Serdo abordados conceitos sobre as propriedades, aplicagdes e métodos de sintese das
nanoparticulas de ouro; principios do processo de ablagdo a laser para producdo de
nanoparticulas, seus ultimos avangos e desafios; e por fim, uma revisdo sobre sensores
eletroquimicos baseados em eletrodos de carbono vitreo modificados com nanoparticulas de

ouro e sua aplicacdo para determina¢ao da dopamina.

2.1 NANOPARTICULAS DE OURO

Nanoparticulas sdo materiais particulados com dimensdes em escala nanométrica (1
a 100 nm), que apresentam propriedades diferentes quando comparadas ao seu material de
origem em micro ou macro escala. Essas novas propriedades sdo dependentes de
caracteristicas especificas como o tamanho, distribui¢do, morfologia, fase e composicao das
nanoparticulas (RESENDE et al., 2017).

Para um dado volume, a medida que o tamanho das particulas diminui, tem-se um
aumento da area superficial especifica. Isso leva a ligacdes mais fracas na superficie do
material e, portanto, os atomos de superficie se tornam mais reativos e disponiveis para
interagdo com o meio. Nessas condi¢des, novas propriedades como maior reatividade,
mudancga de cor, estabilidade quimica e térmica, absor¢do, refletdncia, condutividade térmica
e elétrica e propriedades cataliticas podem ser observadas (ANU MARY EALIA;
SARAVANAKUMAR, 2017; KHAN; SAEED; KHAN, 2019).

As nanoparticulas de ouro apresentam propriedades fisicas e quimicas, incluindo
excelente estabilidade quimica, resisténcia a oxidagdo, alta condutividade elétrica,
biocompatibilidade, e processos de funcionalizacdo quimica da superficie bem estabelecidos,
que as tornam atraentes para aplicagdes em diversos campos. As areas mais exploradas para
aplicacdo das AuNPs incluem a fotonica, terapia fototérmica para tratamento do cancer,
armazenamento de informacao, células fotovoltaicas, catalisadores e sistemas de detec¢ao
opticos e eletronicos. Além disso, propriedades antimicrobianas e antioxidantes expandem
ainda mais as possibilidades de aplicacdes das AuNPs. (NEHL; HAFNER, 2008;
RAMALINGAM, 2019; SUN; XIA, 2003; TOMAR; GARG, 2013).
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Ainda assim, o principal campo de aplicagdo das AuNPs ¢ em sensores e
biossensores, principalmente para fins diagndsticos e de monitoramento. Isso se deve a
capacidade das AuNPs de emitirem sinais devido algumas de suas propriedades que incluem a
extingdo ou aprimoramento de fluorescéncia dependente da distancia entre particulas, a alta
condutividade elétrica e propriedades Opticas dependentes do efeito de ressondncia de
plasmons de superficie (PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014; POHLOT, 2015).

A ressonancia localizada de plasmons de superficie (LSPR - do inglés, localized
surface plasmon ressonance), ¢ uma propriedade Optica de extrema importancia das AuNPs,
sendo responsavel pelas cores caracteristicas das suspensdes coloidais de Au. Esse efeito,
representado esquematicamente na Figura 1, ¢ decorrente de uma oscilagdo coerente e
localizada dos chamados plasmons de superficie da particula quando esta esta sob incidéncia
de luz. Nesse caso, os elétrons condutores da particula sdo excitados pela radiagao
eletromagnética da luz, que possui comprimento de onda maior que o tamanho da particula.
(PETRYAYEVA; KRULL, 2011).

A frequéncia de oscilagdo dos elétrons livres nas AuNPs ocorre na regido visivel do
espectro eletromagnético e d4 origem a intensa absor¢do observada entre 520 e 800 nm,
dependendo da forma e tamanho das particulas, quando os coloides sdo submetidos a técnica

de espectrofotometria (EUSTIS; EL-SAYED, 2006).

Figura 1 — Representagdo esquematica do efeito LSPR em AuNPs mostrando a interagdo dos

elétrons livres da banda de condugdo com a radiagdo eletromagnética incidente.

Fonte: Adaptado de (WILLETS; VAN DUYNE, 2007).

Dispersdes contendo AuNPs esféricas apresentam uma alteragdo na banda de

absor¢dao para maiores comprimentos de onda a medida em que o diametro das particulas
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aumenta, apresentando tipicamente um pico de absor¢do em 520 nm, para particulas com
diametro < 30 nm, e na faixa de 680-700 nm, para particulas com cerca de 100 nm. Ja
particulas de outros formatos, como os nanorods de ouro, apresentam duas bandas de
ressonancia de plasmon de superficie, em 520-530 nm, relativa a sua secao transversal ¢ em
comprimentos de onda mais longos, na regido do infravermelho, relativa a sua secdo

longitudinal (MODY et al., 2010; PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014).

2.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

Os processos de sintese de nanoparticulas sdo classificados em duas abordagens
“bottom-up” (de baixo para cima) e “fop-down” (de cima para baixo). A estratégia bottom-up
baseia-se em métodos quimicos onde ocorre a interagdo entre atomos e/ou moléculas
individuais para a formagdo das nanoparticulas. Estdo incluidas nessa abordagem técnicas
como processo sol-gel, deposicdo quimica em fase vapor, pirdlise, condensagdo atomica ou
molecular e redugdo quimica, as quais permitem controlar diversos parametros, como a
distribuicdo de tamanho e forma das nanoparticulas (RESENDE et al., 2017).

Ja a estratégia top-down, segue o caminho oposto, partindo de métodos fisicos para a
desconstru¢ao do material macroestruturado até a obten¢do do produto final nanoestruturado,
geralmente por meio de técnicas de nanolitografia, pulverizacdo catodica, cauterizagdo
quimica, ablacdo a laser e moagem de alta energia. Essa abordagem ¢ comumente utilizada
para producdo em escala, mas ainda sdo observadas dificuldades em se obter uma
homogeneidade nas caracteristicas das nanoparticulas obtidas (RESENDE et al., 2017).

O método de redugdo quimica utilizando citrato € o mais empregado para obtencao
de AuNPs e foi descrito pela primeira vez por Turkevich, em 1951, (TURKEVICH;
STEVENSON; HILLIER, 1951). Essa técnica consiste basicamente em adicionar citrato de
sodio em excesso sobre uma solucdo aquosa de acido clorodurico (HAuCls) mantida em
refluxo a 100 °C. Apos cerca de trinta minutos de reacdo, ¢ obtida uma dispersao coloidal de
AuNPs, de coloracdo roxa. O citrato em excesso serve para, além da redu¢do do precursor de
ouro, estabilizar as nanoparticulas em dispersdo coloidal. Apds alguns minutos de
estabilizacdo, a dispersdo de AuNPs se torna vermelha. Geralmente, esta técnica permite a
obtengdo de particulas bem estabilizadas, com didmetro entre 5-50 nm (POHLOT, 2015).

Embora a reducdo quimica de ions metalicos seja o método mais difundido para a

sintese de nanoparticulas metélicas, como as AuNPs, muitos agentes redutores, acidos e
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solventes utilizados nas rotas quimicas sdo toxicos, de custo elevado e, ainda, seus residuos
podem ser incorporados a nanoestrutura, dificultando a caracterizagdo e limitando suas
aplicagdes devido uma menor disponibilidade da area superficial para interagao (ISAEVA;
KIRYUKHINA; GORBUNOVA, 2013). Além disso, a utilizagdo desses reagentes toxicos,
leva a geracao de residuos nocivos para a satide e o meio ambiente, € os processos escolhidos
utilizam rotas geralmente complexas e com multiplos passos. Nesse sentido, entende-se que ¢
necessario o desenvolvimento de procedimentos visando a obtengdo de nanoparticulas com
ampla aplicabilidade tecnologica. A ablagdo a laser ¢ um método proposto por diversos
autores como uma rota verde para obten¢do de nanoparticulas de alta pureza (SPORTELLI et

al., 2018).

2.2.1 Processo de abla¢ao a laser para produc¢ao de AulNPs

O método de ablagdo a laser para produgdo de nanoparticulas de ouro vem sendo
estudado na ultima década, mas ainda nao ¢ amplamente conhecido e utilizado
comercialmente. Atualmente, apenas trés empresas comercializam nanoparticulas produzidas
por essa rota: as americanas 1-Colloid (NANO IMRA, 2019a) e Evognano (EVOQNANO,
2021) e a alema Particular (PARTICULAR, [s.d.]). Essa técnica consiste em focalizar um
feixe de laser pulsado de alta intensidade na superficie de um alvo sdlido, neste caso ouro
metalico, possibilitando a remog¢do de material da superficie e sua extin¢gdo no meio, podendo
este ser ar, gas, liquido ou vacuo, solidificando na forma de nanoparticulas.

A necessidade de uma camara de vacuo ou de atmosfera controlada para a ablacao a
laser em gés (LAG - do inglés, laser ablation in gas), e de algum tipo de mecanismo de
remocao e filtragem de gés para coletar e armazenar as nanoparticulas produzidas, dificulta a
utilizagdo dessa técnica. Por outro lado, a ablacdo a laser em liquido (LAL — do inglés, laser
ablation in liquids) apresenta uma configuracao experimental mais simples e, portanto, ¢ a
técnica mais explorada para o desenvolvimento de NPs (KIM et al., 2017). Além disso, a
LAL confere a possibilidade de obter NPs bem dispersas em meio liquido e a produgdo em
uma dispersdo, e ndo em pd solto, aumenta a seguranga ocupacional e a seguranca de
manuseio (SINGH et al., 2012).

Durante o processo de LAL, a alta energia do laser ¢ transferida para o material do
alvo ablacionado. A radia¢do eletromagnética ¢ absorvida pelos elétrons livres do alvo

metalico e a energia ¢ transferida para a rede vibratéria do material, onde um aumento da
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temperatura ocorre devido ao processo de relaxamento elétron-fonon. Como resultado, o
material ¢ expelido da superficie na forma de uma pluma de plasma localizada. Devido a alta
pressdo exercida pelo liquido circundante e ao consideravel gradiente de temperatura entre a
pluma e o liquido, a pluma de plasma ¢ confinada. Durante o decaimento do plasma, a energia
¢ transferida para o liquido circundante, produzindo uma camada de vapor e gerando uma
bolha de cavitagdo. Logo depois, a bolha de cavitagdo passa por uma evolugdo periddica de
expansdo seguida de retracdo até seu colapso, em questdo de microssegundos (SASAKI,
2012; STRATAKIS; SHAFEEV, 2012).

A nucleagdo das NPs ocorre durante a fase plasmatica, quando o material ¢ ejetado, e
logo apds, ja na bolha de cavitagdo, as NPs passam por um processo de crescimento e sdo
liberadas para a dispersdo no meio liquido apds o colapso da bolha, resultando em uma
dispersao coloidal (DELL’AGLIO et al., 2015; REZA SADROLHOSSEINI et al., 2019). A

Figura 2 ilustra o processo de LAL para produgdo de NPs em decorréncia do tempo (t).

Figura 2 — Representagao esquematica do processo de ablagdo a laser para obtencdo de

nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de (STAUSS et al., 2016).
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Esse sistema atinge temperaturas e pressoes elevadas em periodos muito curtos,
tornando complexos os mecanismos de interacao laser-matéria e aumenta a nao linearidade do
processo. A pressao dentro do plasma e da bolha de cavitagdo atinge valores na ordem de
dezenas de GPa e as temperaturas atingem cerca de 5000-10000 K (DE GIACOMO et al.,
2013; SEMALTIANOS, 2010). Esses valores extremos levam a formacdo de regides com
aspecto tipico de fusdo no alvo. Além disso, a alta pressdo faz com que uma quantidade
consideravel de particulas se deposite de volta a superficie do alvo durante o colapso da bolha
de cavitagao, como observado por De Giacomo et al. (2013).

Apesar da complexidade do mecanismo, essa metodologia permite uma sintese limpa
que se baseia apenas na utiliza¢do do alvo do material desejado, uma maquina a laser ¢ o meio
em que a ablacdo ocorrerd. Assim, espera-se que as nanoparticulas produzidas sejam tdo puras
quanto o alvo e o meio, sem subprodutos ou contaminagdo de estabilizantes, agentes redutores
ou outros produtos quimicos que eventualmente sdo utilizados em rotas quimicas de sintese
(TSUIJI, 2012). Dessa forma, a superficie livre de impurezas deixa os sitios ativos mais
disponiveis para qualquer tipo de interagdo com outras moléculas (SINGH et al., 2012).

Uma producdo eficiente de nanoparticulas de qualidade pelo método fisico de
ablacdo a laser depende do conhecimento e controle adequado de um conjunto de pardmetros.
Comprimento de onda (M), duragdo/largura do pulso (L), poténcia da fonte do laser (P),
frequéncia de repeticao de pulso (F) e, consequentemente, a energia do pulso e a fluéncia sdao
exemplos de parametros do laser que devem ser otimizados para alcangar uma produtividade
satisfatoria, levando em conta o controle de propriedades como morfologia, tamanho de
particula e polidispersividade. Esses parametros do laser devem ser ajustados conforme as
propriedades do material ablacionado (condutividade térmica, densidade e absorc¢do), meio
liquido no qual ocorre a sintese (dgua destilada, alcool, solventes ou outros) e seus aspectos
como quantidade de liquido, temperatura, pH, pressdo, altura do filme liquido acima do alvo,
etc (LEWIS; PEREZB, 2012). Além disso, também sdao dependentes de especificidades da
maquina a laser disponivel e da configuracao experimental adaptada para tal.

Dessa forma, nas segdes seguintes sdo abordadas algumas das influéncias dos
principais parametros do laser no processo de LAL, de modo a permitir uma melhor
compreensdo da técnica para alcancar o objetivo deste trabalho, em adaptar a maquina a laser

disponivel para producao de AuNPs, priorizando um curto tempo de processo.



32

2.2.1.1 Comprimento de onda do laser

A radiagdo laser ¢ uma radiacao eletromagnética monocromatica, i.e., emite luz com
comprimento de onda unico e definido, os quais sdo determinados conforme o meio ativo de
cada tipo de laser (STEEN; MAZUMDER, 2010). Alguns dos meios ativos mais comuns sao
gases como didxido de carbono e argdnio e materiais solidos, como Nd:YAG (granada de itrio
aluminio dopado com neodimio).

No entanto, recentemente, lasers de fibra tém ganhado mais espago no mercado.
Nesse caso, o ressonador Optico responsavel pela reflexdo, distribui¢do, condugdo e
transmissdo do feixe de laser ¢ uma fibra Optica dopada com ions de terras raras,
principalmente os de érbio (Er), neodimio (Nd), itérbio (Yb), talio (Tm) ou praseodimio (Pr)
(PASCHOTTA, 2019).

Diversas vantagens justificam a preferéncia pelo uso de lasers de fibra frente ao
Nd:YAG. Entre essas vantagens destaca-se maior eficiéncia energética, maior confiabilidade
e praticidade, rapida inicializa¢ao, menor necessidade de manutencao, maior vida util e menor
custo (INJEYAN; GOODNO, 2011). No entanto, poucos trabalhos retratam a utilizacdo de
lasers de fibra para o processo de LAL, sendo a grande maioria Nd:YAG (ZHANG; GOKCE;
BARCIKOWSKI, 2017).

Cada meio ativo gera um feixe de laser com comprimento de onda bem definido, o
qual tem uma grande influéncia na produgdo das NPs. Essa influéncia ¢ dependente do
espectro de absorc¢do especifico do material ablacionado e das NPs produzidas, de modo que,
dependendo do comprimento de onda utilizado, pode haver mais ou menos quantidade de
radiacdo absorvida pelo alvo. (ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017).

Apesar de alguns trabalhos reportarem o uso de lasers com comprimento de onda de
355 nm e 532 nm para o processo de producao de AuNPs por LAL, o comprimento de onda
fundamental para alcangar maxima produtividade estd normalmente compreendido entre 800
e 1064 nm, os quais podem ser gerados por lasers Nd:YAG assim como por lasers de fibra
(TORRISI; TORRISI, 2018; ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017).

No entanto, durante o processo de LAL, uma vez que as NPs sdo formadas e
dispersas no meio liquido, elas podem absorver parte da radiacdao incidente, especialmente
aquelas que apresentam propriedades de LSPR, como ¢ o caso das AuNPs, que apresentam
uma forte absor¢do em torno de 520 nm. Quando irradiadas por um laser com comprimento

de onda nessa regido, por exemplo, as AuNPs dispersas absorvem a energia do feixe de laser,
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o que pode levar a um efeito de fragmentagdo e consequente reducdo no tamanho médio das
particulas. Nessa situagcdo tem-se uma menor energia sendo transferida para a superficie do
alvo, o que ocasiona uma diminuicdo da taxa de ablacdo (PYATENKO et al., 2013;
SCHWENKE et al., 2011).

Embora o efeito da pos-irradiacdo tenha se mostrado eficaz na redugdo de tamanho
de particula, alguns trabalhos apontam um efeito contrario, onde uma fusdo fotoinduzida
resulta na formacdo de agregados de AuNPs (BARRY et al., 2014; KIM ef al., 2013). Esses
dois efeitos contrarios definem outras duas metodologias que também envolvem o laser para
produg¢do de nanomateriais: a fragmentagdo a laser em liquido (LFL - do inglés, laser
fragmentation in liquids) e a fusdo a laser em liquido (LML — do inglés, laser melting in
liquids). Dessa forma, o processo de LAL costuma ser acompanhado por LFL e/ou LML de
forma intencional ou ndo, principalmente se a camada de liquido acima do alvo for alta o
suficiente para gerar um gradiente de fluéncia ao longo do caminho do feixe, conforme ilustra
a Figura 3.

Nesse gradiente, quanto menor a fluéncia (energia por area) e maior o tempo de
interacdo, as particulas tendem a fundir e o efeito de LML ¢ observado. Por outro lado, se
temos uma maior fluéncia em um tempo curto de interagdo, o processo de LFL se torna mais
pronunciado ¢ um efeito de fragmentacdo ¢ observado. Esse aspecto é caracteristico de
processos realizados em bateladas, ou seja, na auséncia de um sistema de fluxo, por exemplo,

que permita a remogao das particulas recém geradas do meio onde ocorre a ablacao.

Figura 3 — Representacao dos efeitos de LAL, LFL e LML durante a interagao de um feixe

laser com o material alvo em meio liquido

Feixe laser [CT"%

Bolha de
cavitacio

Fonte: Adaptado de (ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017)
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2.2.1.2 Largura de pulso

A largura de pulso ¢ um dos principais parametros que determinam os aspectos da
interacdo entre o feixe laser ¢ o material alvo. Esse parametro ¢ geralmente definido como a
largura a meia altura de uma curva que descreve o perfil temporal de um feixe em intensidade
de radiagdo por tempo.

Existem trés regimes principais usados: pulso longo (em nanossegundos, ns), pulso
curto (em picossegundos, ps) e pulso ultracurto (em femtossegundos, fs). A escolha da largura
de pulso ¢ importante para a geracdo de nanoparticulas, pois influencia na criacdo e
propagacdo da pluma de plasma e da bolha de cavitacao.

Quando se utiliza pulso longo, o material alvo fica susceptivel a um aquecimento
consideravel, que pode provocar a fusdo e vaporizacdo de uma grande area. Nessa situagdo,
uma grande area do alvo so6lido ¢ termicamente afetada para formagdo de nanoparticulas
(TSUJIL, 2012). Além disso, devido a duracdo mais longa do pulso, e a rapida formagdo da
bolha de cavitagdo, o feixe laser pode interagir com a pluma de plasma criada e provocar um
aquecimento adicional do sistema (TOMKO et al., 2017). Toda essa interacdo faz com que
esse regime mostre uma grande zona afetada pelo calor, detritos de superficie e uma aparéncia
geral deformada da cratera criada. Por essa razdo, acredita-se que o processo de ablagdo
associado a pulsos de nanosegundos se trata de um processo de ablagdo térmica, envolvendo
aquecimento, fusio e solidificacio (ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017).

Por outro lado, quando se trabalha com pulsos curtos e ultracurtos, o efeito do
aquecimento do sistema € minimizado, ja que o pulso existe por um intervalo de tempo menor
(SINGH et al., 2012). Dessa forma, tem-se uma interagdo mais localizada, onde toda a energia
do feixe de laser ¢ transferida para o material antes que haja um aquecimento consideravel da
superficie. Nessa situacdo, a energia acumulada provoca a sublimagdo do material, que passa
diretamente da fase solida para a fase de vapor, gerando as nanoparticulas (SEMALTIANOS,
2010). Sendo assim, o processo de ablagdo em femtosegundo, por exemplo, esta associado a
uma transi¢do solido-vapor (ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017). Como nio ocorre a
fusdo do material alvo, a area afetada pela interagdo do feixe laser ¢ menor e mais definida,
quando comparada a pulsos mais longos (KABASHIN et al., 2010).

A Figura 4 ilustra o processo de ablagao a laser associado ao regime de pulso
ultracurto e pulso longo, apresentando comparativamente os efeitos causados na superficie do

material alvo associado as diferentes larguras de pulso. Na figura, as imagens de microscopia
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eletronica de varredura (SEM - do inglés, scanning electron microscopy) evidenciam a
diferenca associada a interacdo de pulsos de 120 fs e 8 ns com alvos de prata, onde nota-se o

efeito térmico de fusdo associado ao pulso longo.

Figura 4 — Comparativo dos efeitos da ablacdo em regime de pulso ultracurto e longo.
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Fonte: Adaptado de (ALL; LITVINYUK; RYBACHUK, 2021; TSUJI; KAKITA; TSUJI, 2003).

A largura de pulso também interfere no efeito de absor¢do da radiagdo do feixe laser
pelas NPs formadas. Como descrito anteriormente, o processo de LFL ¢ decorrente da
absor¢do da energia por particulas previamente produzidas que permanecem no caminho do
feixe laser, ou seja, particulas formadas por pulsos anteriores, caracterizando esse processo
como uma absorcdo interpulso, No entanto, uma absor¢do intrapulso também ¢ possivel
quando se utiliza lasers de nanossegundos. Nesse caso, particulas recém produzidas em um
momento inicial de um pulso imediatamente absorvem a energia desse mesmo pulso, uma vez

que a ejecao de NPs comegam na escala de picossegundos (TSUJI, 2012).

2.2.1.3 Frequéncia e velocidade de varredura do laser

A largura de pulso também ¢ importante para a defini¢do de outros parametros como

a frequéncia de operagdo e a velocidade de varredura do laser. A frequéncia ¢ dada pelo
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numero de pulsos por segundo e, portanto, define o espacamento temporal dos pulsos. Ja a
velocidade de varredura do feixe ¢ um parametro extrinseco da fonte laser, sendo definida
pela movimentagao galvanométrica e/ou do cabegote, por exemplo, influenciando na distancia
entre pulsos.

De modo geral, a bolha de cavitagdo gerada na intera¢ao do feixe com o material tem
um duragdo de cerca de 300 microssegundos ou mais (DELL’AGLIO et al., 2015). Portanto,
um pulso subsequente pode interferir no sistema se este atingir a mesma posi¢ao anterior,
ainda na presenca da bolha de cavitagdo, caracterizando uma sobreposi¢ao de pulsos (SP). A
sobreposi¢ao de pulsos pode ser calculada conforme a Equacao (1), onde V ¢ a velocidade de

varredura do laser, F ¢ a frequéncia e S; se refere ao spot size.

SP (%) = w 100 (1)
S

Uma situagdo de sobreposicdo de pulsos pode ocorrer, por exemplo, quando se
utiliza regimes de alta frequéncia e/ou quando a velocidade de varredura nio for grande o
suficiente para deslocar o proximo pulso. Quando essa interferéncia acontece, a energia que
chega a superficie ¢ consideravelmente menor, devido um possivel espalhamento da radiagao
pela bolha de cavitagdo, uma vez que as nanoparticulas contidas nessa bolha podem refleti-la
ou absorvé-la, reduzindo a taxa de ablacdo do material (DITTRICH; BARCIKOWSKI;
GOKCE, 2021). No entanto, a literatura também reporta que a absor¢io da energia do laser
pela pluma de plasma, aumenta a temperatura do plasma e favorece a atomizacdo do material
contido na pluma. Consequentemente, uma homogeneizagao das particulas geradas pode ser
observada, reduzindo o tamanho e a polidispersividade das NPs (AMENDOLA;
MENEGHETTIL, 2009; DOLGAEV et al, 2002; SHAFEEV; FREYSZ; BOZON-
VERDURAZ, 2004; SINGH, A et al., 2017).

2.2.1.4 Poténcia, energia de pulso e fluéncia

Em lasers pulsados, a energia por pulso ¢ diretamente proporcional a poténcia média

e inversamente proporcional a taxa de repeticao do laser, como mostra a Equagao (2).
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Poténcia média

(2)

E jad lso =
nergia ge putso Frequéncia

Dessa forma, quando se trabalha com regimes de alta frequéncia, tem-se uma
reducdo da energia de pulso, quando comparado a utilizagdo de frequéncias mais baixas. Este
aspecto influencia diretamente na fluéncia, dada pela razao da energia do pulso pela area de

irradiagao como mostra a Equacao (3).

o Enegia de pulso Enegia de pulso
Fluéncia = - = > 3)
Area - (Diémetro do feixe)
2

A fluéncia € um parametro que determina a ocorréncia ou ndo da produgdo de NPs,
sendo que esta somente ocorre acima de um certo limite. Valores tipicos de fluéncia para
producao de NPs por ablacao a laser estdo compreendidos aproximadamente entre 0,1 ¢ 100
J/em? variando conforme o material utilizado e aspectos da superficie deste (ZHANG;
GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017). Em especifico, para a ablagdo do ouro em 4gua, esse
limiar estd em torno de 1 - 2 J/cm? (STARINSKIY; SHUKHOV; BULGAKOV, 2017).
Quanto maior a fluéncia acima do limite minimo, um maior volume de material é ejetado da
superficie e, portanto, para um dado comprimento de onda e largura de pulso, ¢ comum
observar um aumento da produ¢do de NPs, considerando um sistema que ndo apresente
sobreposicio de pulsos (ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017). No entanto, altos
valores de fluéncia também elevam a temperatura do plasma e da bolha de cavitacdo o que
pode aumentar o efeito de fragmentacdo (MOURA et al., 2017; TORRISI; TORRISI, 2018),
ou ainda resultar no efeito de fusdo e formagdo de nanoparticulas maiores (KABASHIN;
MEUNIER, 2003) dependendo do tempo de interacdo, largura de pulso e comprimento de

onda.
2.2.1.5 Caracteristicas das AuNPs produzidas por LAL
Nanoparticulas de ouro de alta pureza ja foram sintetizadas usando método de LAL

por diversos autores, obtendo-se NPs esféricas e dispersas com didmetros médios de 10 nm

(BARCHANSKI et al., 2011), 23,5 nm (KHUMAENI; BUDI; SUTANTO, 2017) e 30 nm
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(QAYYUM et al., 2019), por exemplo. AuNPs com didmetro médio de 8 nm foram obtidas
apos irradiacao da dispersdao apos a ablagdo utilizando comprimento de onda de 532 nm, i.e.,
proximo a absor¢io maxima da suspensdo coloidal de AuNPs (MAFUNE, et al., 2002).

Starinskiy et al. (2017) estudaram a produgdao de AuNPs por ablagao a laser em agua
destilada, utilizando um laser Nd:YAG (comprimento de onda de 1064 nm; duracdo do pulso
de 9 ns; e frequéncia de 5 Hz). A altura de liquido acima da superficie foi de 10 mm. Foram
utilizados valores de fluéncia relativamente baixos, na faixa 3 - 10 J/em?, excedendo
ligeiramente o limiar de ablacio de ouro em 4gua (~ 1 - 2 J/cm?). No entanto, nessas
condi¢des, verificou-se a formacgdo de duas populacdes de nanoparticulas: particulas com
diametro em torno de 10 nm, dominando na dispersdo, ¢ um pequeno numero de particulas
maiores, entre 50-200 nm. Esses resultados indicam que houve a atuagdo de diferentes
mecanismos de formagdo de NPs. Segundo os autores, as particulas maiores que foram
formadas sdo possivelmente provenientes da emissao de microparticulas da superficie fundida
ou agregacao de particulas durante o colapso da bolha de cavitagdo (STARINSKIY;
SHUKHOV; BULGAKOV, 2017).

Yu et al. (2017) propuseram uma nova abordagem de sintese de AuNPs por LAL
utilizando pulsos multiplos. Nesse método, um laser de fibra pulsado em picosegundos
(comprimento de onda de 1064 nm; duragdo do pulso de 20 ns; e fluéncia de até 0,8 J/cm?) foi
utilizado para gerar pacotes de sub-pulsos. Dentro de cada pacote, os pulsos foram aplicados
em uma frequéncia de 20 MHz, e entre os pacotes a frequéncia foi modulada para 10 kHz. A
altura de liquido (4gua deionizada) acima da superficie foi de 4 mm. Os autores variaram a
quantidade de sub-pulsos dentro do pacote e observaram uma forte dependéncia do numero de
sub-pulsos no tamanho e na distribuigdo das nanoparticulas. Particulas monodispersas com
didmetro médio de 4 nm foram obtidas utilizando o regime com maior quantidade de sub-
pulsos dentro de um pacote, no qual todos os sub-pulsos foram focados no mesmo pixel do
alvo, i.e. um regime de elevada sobreposicao de pulsos. Dessa forma, os autores propuseram,
de maneira inovadora, que a sobreposi¢ao de pulsos dentro de pacotes favoreceu a obtengao
de coloides de Au menores e com estreita distribuicdo de tamanho (desvio padrdo da
distribuicao = 5%) (YU; NAN; ZENG, 2017).

Apesar de diversos autores apontarem a LAL como uma técnica viavel para a
producao de AuNPs, grande parte desses trabalhos nao reportam a produtividade do processo,

ou a concentragdo da dispersdo produzida. A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos que
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reportaram a produtividade ou dados com os quais a mesma pode ser calculada, juntamente

com parametros empregados no processo.

Tabela 1 — Produtividade (mg/h) do processo de LAL, em diferentes parametros

experimentais, para produ¢ao de AuNPs reportadas na literatura.

C;I:npt::- Largura Energia Potén Frequén- Tempo de  Produti-
Laser de onda de pulso de pulso  -cia cia ?kHz) ablacio vidade Ref.
(nm) O) (nd) W) (s) (mg/h)
(MENENDE
Ti:Sapp s Z-MANJON;
hire 800 120 -10 240 - 5 60 15 BARCIKOW
SKI, 2011)
CryLaS
DSS- 10 Fluxo
1064- 1064 1-10 130 0,15 1,2 continuo 6,3
Q4
Rofin Fluxo (DITTRICH
Powerli 1064 5-107 330 5 15 v 13,4 etal.,2019)
ne F20 continuo
Ampho Fluxo
s flex 1030 3-10712 100 500 5000 o 4932
500 continuo
Nd:YA no (BARRY et
G 1064 5,5-10 112,07 - 0,01 2400 11,35 al., 2014)
(STREUBEL
Ampho i ;
sflex 1030 3-1012 - 500 10000 Muxo 4000 ; BENDT:
500 continuo GOKCE,
2016)
Nd- (PALAZZO
YAG 1064 8-107 - 0,01 360 20
laser etal.,2017)
Nd-
YAG 1064  10-10° : : 0,01 160 13 (AFFANDI
laser etal., 2015)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Nota-se que a utilizagdo de lasers de alta poténcia pulsados em picosegundos
aumenta significativamente a produtividade do processo (DITTRICH et al., 2019). Isso se
deve ao menor efeito térmico e a possibilidade de se trabalhar com elevadas frequéncias ainda
evitando a sobreposi¢do de pulsos. Nessas condigdes, a energia do laser ¢ melhor aproveitada
para remocao de material e formagdo de NPs, e ndo para o aquecimento de regides adjacentes.
J& os para lasers nanopulsados, o valor maximo encontrado na literatura com base as
pesquisas realizadas neste trabalho, estd em torno de 20 mg/h (PALAZZO et al., 2017).

Riabinina et al. demonstraram que a produtividade de AuNPs produzidas por LAL

usando um laser 1 ps ¢ 20-30 vezes maior que a observada utilizando um laser 150 fs. A
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concentragdo das dispersdes obtidas também indicaram que uma duracdo de pulso de 2 ps é o
ponto 6timo para maximizar a produtividade das AuNPs, sendo que abaixo desta, o efeito de
fotoionizacdo atenua a energia do feixe (RIABININA; CHAKER; MARGOT, 2012). Esse
estudo contribui com o fato de que os pulsos curtos (ps) costumam ser a primeira escolha para
a producdo de NPs. No entanto, o alto custo desses lasers acaba dificultando sua
aplicabilidade, levando ao interesse em otimizar processos de obtencdo de NPs por ablagdo a
laser em ns.

E intuitivo pensar que o processo de LAL em batelada possibilita a concentragio de
particulas com o tempo, obtendo dispersdes altamente concentradas. No entanto, devido aos
efeitos de absor¢do da energia do laser pelas particulas geradas, a produtividade tende a cair a
medida em que o tempo total do processo aumenta (MENENDEZ-MANJON;
BARCIKOWSKI, 2011). Dessa forma, existe um “limite de saturacdo” da dispersdo que passa
a impedir a remog¢ao de material do alvo, e os efeitos de LFL e/ou LML dominam o processo.

Como alternativa, tem-se o emprego de sistemas de fluxo continuo onde, geralmente,
uma camara de baixo volume e uma bomba peristdltica sdo projetados para permitir uma
producdo continua de NPs. No entanto, o emprego de sistemas de fluxo continuo leva a
obtenc¢do de dispersdes consideravelmente mais diluidas, ja que o liquido fica menos tempo
confinado na camara onde ocorre a ablagdo. Desse modo, para se obter concentracdes
comercialmente desejaveis (> 50 ppm), sem a necessidade de etapas posteriores de
concentragdo, esse sistema necessita da utilizacdo de altas frequéncias, para que uma grande
quantidade de pulsos, em um curto intervalo de tempo, permita a remog¢ao de mais material do

alvo (STREUBEL; BARCIKOWSKI; GOKCE, 2016).

2.2.1.6 Meio liquido utilizado para produgdo de NPs

Aspectos relacionados ao meio liquido utilizado durante a sintese e a altura do
liquido acima do alvo solido afetam significativamente o processo. Um filme liquido menos
espesso permite que o feixe de laser supere mais facilmente a barreira para atingir a superficie
do alvo de forma a melhorar a produtividade das nanoparticulas. No caso de filmes mais
espessos, a quantidade de liquido e, consequentemente, a dispersao de NPs sobre o alvo pode
ser suficiente para interagir com o laser, diminuindo a energia do feixe e potencializando

efeitos de LFL e LML. No entanto, para geracdo de NPs por LAL, o filme liquido deve
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possuir uma espessura suficiente para confinar efetivamente a pluma de plasma (ZHU; LU;
HONG, 2001).

O meio liquido mais frequentemente empregado para produgao de NPs metalicas por
LAL ¢ agua deionizada, por ser um meio de baixo custo, ndo toxico, além de nao absorver a
luz do laser (KRUUSING, 2004). Reag¢des que ocorrem entre o material alvo e o oxigénio
dissolvido, e reagdes oxidantes causadas pela decomposicdo da dgua induzida por plasma,
podem gerar espécies como grupos hidroxila adsorvidos na superficie das NPs. Estudos
indicam que as AuNPs sintetizadas por ablagdo a laser em agua deionizada apresentam ions
Au" e Au** na sua superficie. Nessa situagdo, AuNPs parcialmente carregadas positivamente
interagem diretamente com grupos hidroxilas (desprotonadas) presentes no meio aquoso.
Esses grupos sdo adsorvidos na superficie das particulas, carregando negativamente a
superficie ¢ melhorando a estabilidade da dispersao. Analisando a concentracdo da superficie
anidnica adsorvida na particula sugere-se que aproximadamente 3,3 a 6,6% da superficie dos
4tomos de ouro sdo oxidados (ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017).

Dessa forma, alguns trabalhos indicam que as nanoparticulas produzidas por LAL
ndo necessitam da adi¢do de reagentes para manter a sua estabilidade, devido a essa
estabilizacdo eletrostatica espontanea. No caso de NPs quimicamente sintetizadas, sao
utilizados agentes estabilizadores ou surfactantes, de modo que suas moléculas formam uma
camada ao redor da nanoparticula promovendo uma estabilizagdao estérica. (NANO IMRA,
2019b; WALTER et al., 2010). No entanto, esse mecanismo pode dificultar a interacdo das
NPs com sistemas/substancias em aplicagdes posteriores, ja que os estabilizantes volumosos
ocupam sitios ativos das NPs, reduzindo sua area superficial livre.

Solventes organicos como o metanol, etanol, isopropanol, acetonitrila, etileno glicol
e tetraidrofurano (THF) também sdo estudados para processos de ablacdo a laser, os quais
tendem a resultar em uma maior eficiéncia de ablagdo e na producdo de particulas menores
(NAHARUDDIN et al., 2020; ZHANG; GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017). Do mesmo
modo, alguns estudos apontam o uso de estabilizantes como o dodecil sulfato de sdédio (SDS)
(MAFUNE, et al, 2002), mercaptanos, como alcano tiol (YANG et al, 2007),
polivinilpirrolidona (PVP) (TSUJI et al., 2008), dextran e polietilenoglicol (PEG) (BESNER
et al., 2009) para alcangar um maior controle na produgdo de nanoparticulas monodispersas e
estaveis. No entanto, além do impedimento estérico dos ligantes citado anteriormente, a
producdo em diferentes solventes pode dificultar a aplicagdo posterior, onde geralmente ¢

desejavel uma dispersdo em meio aquoso. Além disso, para preservar o carater verde da
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sintese, ¢ importante viabilizar procedimentos livres de estabilizantes ou priorizar o uso de
substancias naturais.

Em 1997, Prochazka e colaboradores reportaram, pela primeira vez, que a presenca
de anions de cloreto no meio liquido aumenta a eficiéncia do processo de ablagdo e reduz o
tamanho de NPs de prata, quando comparada a sintese apenas em agua. Na época, os autores
concluiram que um aumento da concentracdo de cloreto de so6dio (NaCl) de 2 a 5 mM
melhora o rendimento da ablagdo, mas nenhuma alteracdo no espectro de absor¢ao foi
observada comparando as duas concentragdes, nao identificando uma dependéncia da
concentragio de NaCl para redugio do tamanho de particula (PROCHAZKA et al., 1997). Em
2015, Sharif and Dorranian observaram um aumento no diametro das nanoparticulas de prata
produzidas em meio aquoso ao aumentar a concentragdo de NaCl de 5 para 15 mM. Porém,
foi observado também que o total de massa ablacionada diminuiu, indicando que baixas
concentragdes de NaCl sdo preferiveis para promover o efeito de reducdo de tamanho de
particula (SHARIF; DORRANIAN, 2015).

Para producao de nanoparticulas de ouro, foi observado que baixas concentragdes, na
ordem de 10 uM de NaCl, sdo suficientes para iniciar o processo de redu¢dao de tamanho de
particula. Letzel et al. reportaram, em 2019, que nanoparticulas sintetizadas apenas em agua
pura apresentaram uma distribui¢@o larga e bimodal. Em seus estudos, as particulas formadas
na auséncia de NaCl apresentaram um didmetro médio de 17 nm porém uma quantidade
significativa de particulas grandes de 40-70 nm de didmetro também foram observadas. Na
presenca de 10 pM de NaCl o didametro maximo encontrado foi de 40 nm representando uma
significativa reducdo de tamanho das particulas maiores. Esse efeito se mostrou ainda mais
significativo utilizando concentragdes de 500 puM, reduzindo o tamanho mdaximo das
particulas para 20 nm (LETZEL et al., 2019).

Ainda foi observado que usando o NaCl como um redutor de tamanho de particula,
ocorria uma reducdo na polidispersividade das particulas, indicando que os coloides
produzidos em solugdes > 30 uM de NaCl sao monodispersos (REHBOCK et al., 2013). No
entanto, esse mesmo estudo observou um alto erro padrao das amostras produzidas em baixas
concentragdes de NaCl, indicando baixa reprodutividade. Foi observado também que as
amostras sintetizadas na presenca de NaCl tiveram uma estabilidade diminuida em
comparagao com amostras produzidas apenas em agua.

No entanto, Sylvestre ef al. reportaram que a presenga de ions na solugdo onde as

NPs sdo preparadas podem levar a uma melhor estabilizacdo se baixas concentragdes forem
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utilizadas (<10 mM). Segundo os autores, isso ocorre devido ao efeito de salting-in, onde os
ions sdo absorvidos na superficie da particula e promovem maior forgca repulsiva pela
formagdo de uma dupla camada elétrica. Essa camada ¢ responsavel por estabilizar as
nanoparticulas em solucdes idnicas e a sua espessura diminui a medida em que a concentragao
de ions aumenta. Portanto, quando essa espessura se torna muito fina, as cargas na superficie
das nanoparticulas sdo afastadas, e um efeito de salting-out pode ser observado, onde a
repulsdo eletrostatica deixa de ser efetiva ao utilizar altas concentragdes de ions
(SYLVESTRE et al., 2004).

Essas observagdes apontam que o NaCl ¢ um potencial aditivo para obtencdo de
dispersdes de AuNPs menores e monodispersas por LAL. Esse sal ¢ um reagente de baixo
custo, ampla disponibilidade e atoxico, e a acdo do anion ja ocorre dentro da bolha de
cavitag¢do, na escala de tempo de microssegundos (LETZEL et al., 2017). No entanto, para
atuar também como um estabilizante eletrostatico a concentracdo de NaCl precisa ser
relativamente baixa ¢ um acompanhamento da estabilidade com o tempo deve ser conduzido

para conhecimento da durabilidade/estabilidade a longo prazo da dispersao.

2.3 SENSORES CONTENDO NANOPARTICULAS DE OURO

Em uma defini¢do geral, sensores sdo dispositivos que utilizam um sistema de
detecg¢do, transdugdo e amplificacdo de um sinal gerado a partir de uma rea¢do com o analito,
i.e. a substancia que se deseja detectar. Atualmente, os desenvolvimentos mais recentes de
sensores envolvem a utilizagdo de nanomateriais, por sua alta reatividade e area superficial,
aspectos que auxiliam na seletividade e sensibilidade de uma plataforma de deteccao. A
utilizacdo desses dispositivos tem crescido significativamente nos ultimos anos, e as
principais aplica¢des envolvem desde a deteccao de doengas ou a determinacgao de substancias
de interesse em fluidos bioldgicos, alimentos, farmacos até o monitoramento ambiental e
prevencao de contaminagdo e bioterrorismo (CALIL; DA SILVA, 2011).

Na configuracio de um sensor, as AuNPs sdo principalmente utilizadas como
elementos de transdugdo. O transdutor € a parte responsavel pela medigdo de uma mudanca
fisica ou quimica decorrente da presenca do analito, transformando essa energia em um
produto mensuravel, como massa, carga, calor ou luz (CALIL; DA SILVA, 2011).

Os sensores baseados em AuNPs podem ser classificados conforme o mecanismo de

transducdo utilizado, ou seja, de acordo com a propriedade fisico-quimica das AuNPs
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utilizada para a transdug¢do do sinal, podendo ser: Optica (absorbancia, luminescéncia,

espalhamento de luz, ressonancia plasmonica), eletroquimica (amperométricos,

potenciométricos e condutimétricos), magnética, termomeétrica, entre outras (SAHA et al.,

2012). Alguns dos principais tipos de sensores baseados em AuNPs sdo apresentados a seguir:

Colorimétricos: As propriedades Oticas das AuNPs sdo fortemente dependentes
do tamanho de particula, como ilustra a Figura 5. De modo geral, os
biossensores colorimétricos baseados em AuNP exploram a agregacdo ou
desagregagdo de nanoparticulas que causam uma mudanca no comprimento de
onda absorvido, levando a uma alteracdo da coloragdo detectada visivelmente.
(PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014; SAHA et al., 2012). Nesses sensores, a
presenga do analito, deve promover ou prevenir a agregacdo das AuNPs,
alterando a estabilidade da dispersdo por meio de mecanismos quimicos de

interagdo entre as particulas (PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014).

Figura 5 — Fotografia de dispersdes de AuNPs de diferentes tamanhos (didmetro

entre 20 e 60 nm) desenvolvidas pelo método de redugao utilizando citrato.
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Fonte: (NOTARIANNI et al., 2014)

Fluorescéncia: AuNPs podem servir como excelentes inibidores para ensaios
baseados em transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia devido a
sua alta absortividade molar e ampla largura de banda de energia. As AuNPs sao
comumente associadas a inibicdo da fluorescéncia quando os fluoroforos,

componentes de uma molécula que faz com que esta seja fluorescente, sdo
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conectados a sua superficie. Dessa forma, quanto as moléculas do analito entram
em contato, ocorrem mecanismos que desassociam os fluoréforos das AuNPs,
reativando a fluorescéncia. (PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014; SAHA et
al.,2012).

Sensores baseados em espalhamento Raman: A espectroscopia Raman ¢ uma
espectroscopia vibracional baseada no espalhamento inelastico, pelo analito, da
radiagdo incidente. Devido a auséncia de interferéncia da agua e levando em
consideragdo o baixo numero de modos vibracionais de moléculas simétricas, a
espectroscopia Raman ¢ bastante apropriada para a deteccao de biomoléculas. A
sensibilidade e seletividade da espectroscopia Raman pode ser especialmente
aprimorada a partir da amplificagdo dos sinais vibracionais da molécula que se
deseja identificar utilizando sondas de AuNPs. Essa amplifica¢do se d4 por meio
do efeito LSPR das nanoparticulas, quando uma luz ¢ incidida sobre estas,
aumentando o espalhamento inelastico da luz gerado pelas moléculas adsorvidas

na superficie das AuNPs (PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014).

Sensores baseados em LSPR: O intenso campo eletromagnético induzido pela
LSPR faz das nanoparticulas transdutores de sinais muito eficientes. Discretas
mudangas no indice de refragdo local podem ser detectadas através de alteragdes
nos perfis dos espectros de extin¢do e espalhamento da luz, as quais resultam na
perturbacdo desse campo elétrico responsavel pelo efeito de ressonadncia de
superficie. Dessa forma, quando um analito interage com a espécie imobilizada
na superficie de AuNPs, o indice de refracio proximo sofre alteragdo,

permitindo a leitura do sensor.

Eletroquimicos: As AuNPs exibem elevada 4rea superficial especifica,
excelente condutividade e propriedades cataliticas que as tornam materiais ideais
para uso em sensores eletroquimicos. Em aplica¢des eletroquimicas, as AuNPs
tém o importante papel de conduzir elétrons diretamente das biomoléculas para a
superficie do eletrodo, com a capacidade de amplificar o sinal detectado.
(PEIXOTO DE ALMEIDA et al., 2014; SAHA et al., 2012). Os sensores

eletroquimicos podem medir sinais a partir da corrente resultante da oxidagao ou
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reducdo eletroquimica de uma espécie eletroativa, pela determinacdo da
diferenga de potencial, ou ainda, medi¢do de mudangas na condutancia, sendo
classificados como amperométricos, potenciométricos e condutimétricos,
respectivamente (CALIL; DA SILVA, 2011; STRADIOTTO; YAMANAKA;
ZANONI, 2003). Os sensores amperométricos sdo objeto de estudo nessa

pesquisa e, portanto, detalhes dessa técnica sdo abordados a seguir.

2.3.1 Sensores eletroquimicos amperomeétricos

Em sensores eletroquimicos amperométricos, um potencial (E) é aplicado sobre um
eletrodo em contato com uma solugao contendo a substancia de interesse a ser analisada. O
analito de interesse deve ser um composto eletroquimicamente ativo de modo que, na sua
presenga, uma reagdo de oxidacdo/reducdo ocorre, permitindo a medigdo de uma corrente
elétrica (i) proporcional a concentracdo do analito que, portanto, pode ser interpretada como
um sinal sensorial ¢

Sendo assim, uma plataforma eletroquimica de deteccdo, ou sensor eletroquimico, €
baseado em um mecanismo de transferéncia de elétrons do, ou para, o analito
(STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003). A configuragdo desse sistema,
apresentada na Figura 6, consiste em uma célula eletrolitica contendo uma solu¢do chamada
de eletrolito de suporte que contém o analito de interesse e trés eletrodos, sendo eles:

e Eletrodo de trabalho: eletrodo no qual a reagdo de interesse ocorre, sendo
composto por um substrato condutor, por exemplo, carbono vitreo, também
conhecido como GCE (do inglés, glassy carbon electrode);

e Contra eletrodo: constituido também por um material condutor, por exemplo,
platina, e tem a fun¢do de manter o balanco de cargas elétricas no sistema, além
de fechar o circuito i6nico junto ao eletrodo de trabalho e;

e [Eletrodo de referéncia: sendo composto por um material condutor capaz de
fornecer um potencial elétrico conhecido sem sofrer polarizacao, por exemplo, o

eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl,KCl(sat)).
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Figura 6 — Representacdo esquematica de um sensor eletroquimico e leitura para

determinagdo de substancias.

4[ Potenciostato E—mere g ]

f Eletrolito de suporte
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Eletrodo de referéncia
Contra eletrodo

Fonte: Adaptado de (ELGRISHI et al., 2018).

Os eletrodos sdo conectados a um potenciostato, que garante a aplicagdo do potencial
e leitura da corrente. Uma reagdo de oxidacdo do analito resulta no fluxo de elétrons do
eletrodo de trabalho para o contra eletrodo através de um circuito externo; e, inversamente,
uma reagdo de reducgdo resulta no fluxo de elétrons do contra eletrodo para o eletrodo de
trabalho. Esse fluxo de elétrons constitui a corrente elétrica medida que € proporcional a
concentracdo do analito (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

O eletrdlito de suporte serve para reduzir a resisténcia Ohmica do meio, aumentando
a sua condutividade, além de eliminar o transporte de massa por migracao. Em uma defini¢ao
ampla, eletrolitos sdo substancias que, quando adicionadas em agua, sofrem dissociagdo
(liberam ions) ou ionizagdo (produzem ions). Como uma transferéncia de elétrons ocorre entre
os eletrodos, o eletrolito ira migrar garantindo o balanceamento de cargas. A concentragao de
sais dissolvidos determina a condutividade da solucdo, dessa forma, o eletrolito de suporte
costuma ser, pelo menos, cem vezes mais concentrado do que a concentracdo do analito
presente. E comum trabalhar com solugdes tampdo como eletrolitos de suporte, onde o pH

pode ser ajustado a fim de se obter a melhor resposta eletroquimica. (ELGRISHI ez al., 2018).
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2.3.1.1 Eletrodos quimicamente modificados com AuNPs

Os eletrodos de trabalho de carbono vitreo foram produzidos pela primeira vez em
1962 por Yaada e Sato, obtendo-se um material ceramico e isotropico sendo composto por
99% de atomos de carbono (YAMADA; SATO, 1962). Dessa forma, devido sua elevada
dureza, estabilidade quimica, condutividade elétrica, impermeabilidade a gases e
biocompatibilidade, tém sido bastante explorados para producao de sensores eletroquimicos
(VAN DER LINDEN; DIEKER, 1980).

Com o objetivo de melhorar a reatividade e seletividade do sensor, a modificagao dos
eletrodos de trabalho ¢ bastante explorada. Nesse caso, eletrodos quimicamente modificados
podem ser produzidos por meio da deposi¢do de espécies eletroativas na superficie do GCE,
formando filmes/camadas geralmente obtidos pela técnica de drop casting como ilustra a
Figura 7.

Figura 7 — Processo de modifica¢ao de GCE por drop casting.
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Fonte: Adaptado de (VANONI, 2019).

Dentre os materiais modificadores, as AuNPs s3o amplamente utilizadas na
construgdo de sensores eletroquimicos por possibilitarem uma significativa melhora no sinal
de corrente e auxiliarem no processo de catdlise de reagdes redox, reduzindo o potencial
necessario para a reacdo (ZHU et al., 2002). Diversos trabalhos reportam a utilizagdo de
AuNPs em sensores eletroquimicos para deteccdo de diferentes substdncias (DA SILVA;
GHICA; BRETT, 2018; DE BARROS et al., 2021; GUERRA-BALCAZAR et al., 2012;
JANG et al., 2019; PAN et al., 2021; RAHMATI et al., 2020; ZAREIL; KHODADADI, 2017).
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Nesses estudos, um aumento da eficiéncia eletrocatalitica dos eletrodos modificados ¢
atribuido as AuNPs, que agem como uma antena capaz de afunilar os elétrons entre o eletrodo
e o eletrdlito de forma eficiente.

Os aspectos relacionados a superficie dessas NPs sdo de extrema importancia para os
processos cataliticos, os quais incluem adsor¢do/dessor¢do e difusdo de substancias, todos
ocorrendo na interface eletrodo/eletrélito. Portanto, AuNPs com elevada area superficial sdao
preferiveis para aplicagdo em sensores eletroquimicos baseados em reagdes redox (ZHANG;
CHAKER; MA, 2017). Apesar das rotas quimicas de sintese serem capazes de fornecer
AuNPs com pequenos didmetros (< 20 nm), se faz necessdrio o uso de moléculas de
estabilizantes/ligantes na superficie, para prevenir a agregacao. Essas moléculas, no entanto,
ocupam sitios ativos na superficie da particula, o que reduz a area superficial disponivel para
reacgao.

Dessa forma, AuNPs livres de ligantes produzidas por LAL apresentam vantagens
para aplicagdes em sensores eletroquimicos devido a presenga de uma superficie com mais
sitios ativos disponiveis para reacdo (ZHANG; CHAKER; MA, 2017). Segundo a literatura,
AuNPs produzidas por LAL possuem uma capacidade de cobertura da superficie 5 vezes
maior do que seus contratipos produzidos por rota quimica, o que implica um significativo
aumento da eficiéncia para interagdes de superficie (PETERSEN; BARCIKOWSKI, 2009).

Oko et al. utilizaram nanoparticulas de ouro, de platina (Pt) e de liga Au-Pt
produzidas por LAL apenas em &gua deionizada, para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos baseados em GCE para determina¢do da dopamina (DA) e do acido ascorbico
(AA). Nesse estudo, foi observado que a liga Au-Pt apresentou maior corrente de oxidacao
para o AA, facilitando sua detec¢cdo. No entanto, para a determinagdo da DA, a adigdo de Pt
reduziu a atividade catalitica das AuNPs, indicando que somente os sitios ativos do Au
favorecem essa reagdo. (OKO et al., 2015).

AuNPs produzidas por LAL foram depositadas em GCE por deposicao eletroforética
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos para deteccdo simultdnea de Cd**, Pb*",
Cu?*, Hg?" sendo capaz de detectar concentragdes de 0,3 uM de cada um dos ions presentes.
No geral, os autores concluiram que AuNPs produzidas por LAL apontam como candidatas
promissoras para deteccdo de tragos de ions de metais pesados devido sua alta condutividade
elétrica, ampla janela de potencial, além de apresentarem um método de produgdo mais limpo

e ndo toxico (XU et al., 2014). Apesar dessa notavel vantagem, o estudo de NPs metalicas
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produzidas por LAL para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos € significativamente

menos explorado se comparado com estudos envolvendo NPs sintetizadas quimicamente.

2.3.1.2 Sensores eletroquimicos para determinagdo da dopamina

De modo geral, sensores eletroquimicos vém sendo extensivamente estudados para
detecgao e determinacao de diversas substancias de interesse clinico, ambiental e industrial,
tais como toxinas, pesticidas, contaminantes, drogas, anticorpos, antigenos, entre outras.
(STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003). Ainda na area da saude, a determinagao
de neurotransmissores ¢ de grande interesse, permitindo o controle do nivel de importantes
substancias responsaveis pelo funcionamento adequado do sistema nervoso e,
consequentemente, de 6rgdos e funcdes metabolicas dependentes deste (BANERJEE et al.,
2020; MADHURANTAKAM et al., 2020).

Em especifico, a dopamina (3,4-dihidroxi-feniletanamina) ¢ um neurotransmissor
que desempenha diversas fungdes importantes no sistema cardiovascular, renal e nervoso
central, contribuindo significativamente no controle de emog¢des como prazer e humor,
movimento, percep¢do € motivacdo. No entanto, niveis anormais de dopamina no organismo
humano podem ocasionar desordens neurologicas tais como hiperatividade, esquizofrenia,
depressao, doenca de Parkinson e Huntington (FERAPONTOVA, 2017; ZHANG;
NEUMEYER; BALDESSARINI, 2007). Dessa forma, a quantificagdo da dopamina no
organismo ¢ essencial para uma melhor compreensdo das condi¢gdes bioldgicas do paciente,
permitindo monitoramento e intervencao farmacologica quando necessaria, sendo esta
comumente administrada por meio de ampolas injetaveis contendo cloridrato de dopamina
(DA SILVA, 2018).

As técnicas geralmente empregadas para monitoramento da dopamina tanto em
fluidos bioldgicos quanto em farmacos para controle de qualidade, envolvem sistemas
complexos com alto custo, tempo de andlise elevado, tais como espectrofotometria,
cromatografia, quimioluminescéncia e eletroforese capilar. Nesse sentido, a utilizagdo de
técnicas eletroanaliticas baseadas em sensores eletroquimicos amperométricos ¢ uma
alternativa atraente devido ao seu baixo custo, rapido tempo de analise, baixos limites de
deteccao, precisao e elevada sensibilidade (DA SILVA, 2018; PANDIKUMAR et al., 2014).

A Tabela 2 apresenta uma breve revisao de trabalhos reportados na literatura focados

no desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados com AuNPs, as quais sdo
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geralmente combinadas com outros materiais, para a determinagdo da dopamina. A tabela
apresenta a faixa de determinacdo e o limite de detec¢dao (LoD — do inglés, limit of detection)

alcan¢ado em cada trabalho.

Tabela 2 — Eletrodos quimicamente modificados com AuNPs reportados na literatura para

determinagdo da DA.

Eletrodo modificado Faixa de (CL e;g minagao (I;t (1)\}[)) Referéncia

AuNPs/GQD/Naftion/GCE 2-50 0,84 (JANG et al., 2019)

AuNPs/GR/GCE 5-1000 1,86 (LI etal., 2012)

AuNPs/rtGO/GCE 6,8 — 41 1,4 (WAzl\(ﬁ‘;t al.
AuNPs/OPEDOT/erGO 4,0—-100 1,0 (PAN et al., 2021)

AuNPs-CDs/erGO/GCE 0,01 —5,0e5,0—20.0 0,0031 (LI etal., 2021)

AuNPs/rGO/PDA/GCE 340 -610 110 (SHI et al., 2019)

AuNPs/GCE 0,5-20 0,046 (OKO et al., 2015)

GOD — Graphene quantum dots;, GR — Graphene; rGO — Reduced graphene oxide; OPEDOT — Overoxidized
poly(3,4-ethylenedioxythiophene), erGO — electrochemical reduced graphene oxide; PDA — Polydopamine; CDs
— Carbon dots.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

De modo geral, os trabalhos reportados na literatura e apresentados na Tabela 2
utilizam AuNPs produzidas por rota quimica ou eletroquimica, ambas partindo do uso do
acido cloroaurico como precursor. Jang et al. (2019), Li et al. (2012) e Shi et al. (2019)
utilizaram a cléssica rota de redugdo por citrato para obtencao das AuNPs. Pan et al. (2021),
por sua vez, utilizou uma molécula organica (3,4-etileno-dioxitiofeno) como
redutor/estabilizante, enquanto Wang et al. (2014) e Li ef al. (2021) obtiveram os compositos
com AuNPs por meio de eletrodeposicao. Oko e colaboradores, como ja discutido
anteriormente, utilizaram AuNPs produzidas por ablacdo a laser em 4gua deionizada, onde
nota-se que um baixo limite de detec¢do pode ser alcancado com a modificacdo do GCE
apenas com AuNPs. Esse resultado, quando comparado aos demais, aponta o potencial de
utilizagdo de nanoparticulas produzidas por LAL para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos. No entanto, a comparacdo direta desses sistemas € dificultada devido a
diversas outras varidveis envolvidas que afetam o limite de detec¢do, como técnica de
voltametria empregada, pardmetros de leitura, drea do GCE, concentra¢do de nanoparticulas,

entre outras. Dessa forma, um estudo comparativo direto se faz necessario, visto que na
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literatura ndo foi encontrado nenhum estudo comparativo entre AuNPs produzidas por LAL e

outras técnicas de producdo, como a rota quimica de sintese convencional.
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3 MATERIAIS E METODOS

Na primeira parte deste capitulo serdo abordados os detalhes da metodologia
empregada em cada etapa desta pesquisa, desde os estudos iniciais para viabilizar a producao
das nanoparticulas até a metodologia utilizada para producao dos eletrodos modificados com
as AuNPs. Na segunda parte, sdo abordados as especificacdes e os objetivos de todas as

caracterizagdes empregadas, incluindo as analises eletroquimicas do sensor desenvolvido.

3.1 MATERIAIS

Para a producao das nanoparticulas foram utilizados substratos de ouro (dimensdes
10 x 10 mm e 1 mm de espessura) com pureza > 99,95%, produzido pela empresa PGM
Vectra do Brasil e adquiridos pela Nanogreen, como apoio a essa pesquisa. Como meio
liquido para o processo de ablacdo foi utilizada agua deionizada proveniente do deionizador
proprio do Laboratorio de Processamento Ceramico (PROCER), do Departamento de
Engenharia Quimica da UFSC, modelo SP-050C e SP-0100C — SPLABOR - condutividade:
0,7 a 4,0 uS/cm. Cloreto de sodio P.A.-A.C.S. da marca Synth, foi utilizado para preparagdo
de solugdes também empregadas como meio liquido para o processo de ablacao.

Para a etapa de aplicagdao das AuNPs produzidas no desenvolvimento do sensor
eletroquimico, um agente formador de filme se faz necessario para garantir a fixacdo das
nanoparticulas no eletrodo modificado. Para esta finalidade, utilizou-se o copolimero Nafion®
117 (C7HF1305S.C2Fs) (~ 5% em uma mistura de alcoois alifaticos inferiores e agua) da
marca Sigma-Aldrich.

O eletrolito de suporte utilizado para as medidas eletroquimicas foi uma solugdo
tampao fosfato-salino (PBS - do inglés, phosphate buffer saline) pH 7,4 1x (0,01 M) do
fabricante Gibco™. Os valores de pH foram ajustados com solu¢des de hidroxido de sodio
(NaOH) 6 M e acido cloridrico (HCI) 2 M, quando necessario.

Como analito, utilizou-se cloridrato de dopamina ((HO)>CsH3CH>CH2NH>-HCI) da
marca Sigma-Aldrich. Solugdes de dopamina (7,0x103 M) foram previamente preparadas em
agua ultrapura do sistema Milli-Q® da empresa Millipore (Bedford, MA, USA) com
resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C, e mantidas sob refrigeragdo a -15 °C.

AuNPs (diametro de 25 nm - determinado por microscopia eletronica de transmissao

(TEM - do inglés, transmission electron microscopy)) obtidas por rota quimica de reducao e
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estabilizadas em citrato foram produzidas pelo grupo de pesquisa dos Laboratérios de
Simulacdo Numérica de Sistemas Quimicos e de Transferéncia de Massa (LABSIN-
LABMASSA), do Departamento de Engenharia Quimica da UFSC, e recebidas como forma
de doacdo para estudo comparativo de aplicacao no sensor. Da mesma forma, foram recebidas
como doacdo AuNPs (diametro de 5 nm - determinado por TEM) obtidas por rota quimica de
reducdo e estabilizadas em cloreto de 3-n-propil-(4-metilpiridinio)silsesquioxano produzidas
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Plataformas Eletroquimicas (AMPERE), do
Departamento de Quimica da UFSC.

3.2  METODOS DE PREPARACAO

3.2.1 Producao das nanoparticulas de ouro

O processo de ablacao a laser para produgao das nanoparticulas de ouro foi realizado
utilizando um laser de fibra nanopulsado IPG YLPN-1-1x120-50-M (high power nanosecond
pulsed ytterbium fiber laser), com comprimento de onda de 1064 nm e fator de qualidade do
feixe laser (M?) de 1,8, pertencente ao Laboratério de Mecanica de Precisio (LMP), do
Departamento de Engenharia Mecanica da UFSC. Um scanner galvanométrico Aerotech
AGV-14HPO com lente f- (¢ = 170 mm) de dois espelhos foi utilizado para o foco e
movimentagdo do feixe laser permitindo a utilizagdo de altas velocidades de varredura do
feixe sem a necessidade de movimentacao da mesa. O diametro do feixe de laser no foco ¢ de
aproximadamente 58 pm.

A utilizacao de uma superficie polida nos alvos de ouro contribui para o aumento da
reflexdo da radiacdo eletromagnética e consequentemente interfere na capacidade de absor¢ao
da energia do laser para geracdo das particulas. Dessa forma, o procedimento de preparacao
dos alvos de ouro envolveu uma etapa de lixamento manual da amostra usando uma lixa de
papel de 2500 mesh, também com o objetivo de manter o aspecto de todas as superficies
semelhante antes de cada processamento. Em seguida, os alvos foram imersos em uma
solucdo 1:1 v/v de agua destilada e alcool etilico para uma etapa de limpeza em banho
ultrassonico por 10 minutos. Por fim, os alvos de ouro foram pesados em uma balanga
analitica Gehaka modelo AG200 para registrar a massa antes do processamento. A massa
apods cada processo de ablacdo também foi registrada com o objetivo de obter a diferenca de

massa e consequentemente uma estimativa teorica da concentragdo de ouro nas amostras.
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A Figura 8 ilustra o setup experimental, onde o alvo de ouro é colocado em uma
placa de Petri contendo 15 mL de 4gua deionizada. Esse conjunto ¢ colocado sob agitacao
utilizando um agitador magnético com rotagao fixada em 500 rpm. A agitacao durante todo o
processo de ablagdo facilita a movimentacdo das particulas por todo o volume liquido,
impedindo que estas permanegam muito tempo sobre o alvo logo apds sua formagao. Ao lado,
observa-se o desenho projetado que determina o caminho que o feixe laser segue para a
ablacao do alvo. As setas pretas representam o caminho que o laser segue ligado, ja as setas
vermelhas mostram o caminho que o laser segue desligado, o que significa que nao ha ablagao
entre linhas. Apos a produgao, as dispersdes sdo imediatamente transferidas para frascos com

tampa e armazenadas a temperatura ambiente, sem incidéncia direta de luz.

Figura 8 — Ilustracdo esquematica do setup de ablacdo a laser em meio liquido.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

E importante salientar que as especificacdes do laser utilizado neste trabalho, como o
regime de operacdo em nanosegundos € comprimentos de onda na regido do infravermelho
configuram um sistema relativamente mais econdmico (um investimento de aproximadamente
R$ 100 mil, scanner + laser + integrador + software) quando comparado a lasers em pico ¢
femtosegundos (> R$ 380 mil, scanner + laser + integrador + software), atualmente
preferiveis para produc¢do de nanoparticulas (valores segundo cotacdo realizada com a IPG
photonics em agosto de 2021 para fontes com poténcia de 50 W).

A maquina utilizada nessa pesquisa ¢ geralmente empregada para gravagdao de
materiais, principalmente metédlicos e ceramicos, bem como para decoragdo, criagdo de

texturas ou controle de qualidade, por exemplo. Dessa forma, a otimiza¢do do processo de
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producdo de nanoparticulas por ablagdo a laser utilizando essa maquina apresenta também um
atrativo econdmico, em viabilizar esta producdo de modo a obter dispersdes de nanoparticulas
de ouro com propriedades fisico-quimicas semelhantes a nanoparticulas comerciais, sem a
necessidade de lasers sofisticados ou processos quimicos dispendiosos.

Em todos os experimentos foram utilizadas condi¢cdes idénticas de foco, onde a
distancia da lente até a superficie do alvo e a espessura de 3 mm do filme de dgua sobre o alvo
foram mantidos fixos. Parametros intrinsecos da fonte laser como poténcia, largura de pulso e
frequéncia foram definidos como varidveis de estudo do processo de ablagao e geracao das
nanoparticulas. Além desses, apos a definicdo do melhor conjunto de pardmetros intrinsecos
do laser, parametros extrinsecos como a velocidade de varredura do feixe e o tempo de
ablacdo foram variados com o objetivo otimizar o processo.

Para melhor compreensao, os procedimentos experimentais do estudo de produgdo
das nanoparticulas foram divididos em 4 etapas. Na etapa 1, para uma avaliagdo inicial do
processo de ablacdo, os modos definidos pelo fabricante do equipamento (Tabela 3) foram
testados. Utilizou-se a frequéncia nominal de cada modo e uma velocidade de 1000 mm/s foi
fixada, com tempo total de processo de 60 s. O modo T1 ndo foi avaliado devido a baixa
energia de pulso associada, insuficiente para uma remocado significativa de material. Ja os
modos T7 e T8 nao foram avaliados devido ao alto nivel energético, podendo ser muito
agressivo ao alvo de ouro considerando sua espessura de 1 mm. Possivelmente, estes

parametros levariam a um grande efeito de fusdo e risco de danificag¢@o e/ou perda do alvo.

Tabela 3 — Codificagdo dos modos definidos pelo fabricante do equipamento e seus

respectivos parametros (em cinza, os modos testados nesse estudo).

Modo  Largura de Poténcia Frequéncia Faixa de frequéncia
pulso (ns) nominal (W) nominal (kHz) estendida (kHz)
T1 1 50 5000 120-5000
T2 2 50 3000 60-5000
T3 4 50 1500 30-5000
T4 8 50 750 15-5000
T5 16 50 400 8-5000
T6 30 50 220 4-2200
T7 50 50 150 3-1500
T8 120 50 50 2-505

Fonte: IPG LASER (2017).
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Essa avaliacdo inicial permitiu definir quais seriam os valores maximos ¢ minimos
de frequéncia e largura de pulso a serem utilizados na etapa 2. Com essa defini¢do, a etapa 2
consistiu em uma analise experimental fatorial completa com dois niveis e trés fatores (2° = 8
combinagdes) tendo como fatores: frequéncia, poténcia e largura de pulso. Os dados obtidos
nessa analise foram tratados utilizando o software Statistica. O estudo permitiu definir a
combinagdo mais promissora dos trés parametros de entrada a ser utilizada na etapa 3.

Com o objetivo de otimizar a producdo das nanoparticulas de ouro buscando coloides
mais homogéneos e concentracdes mais altas, diferentes valores de velocidade (500 e 2000
mm/s) e tempo (120 e 500 s) foram testados na etapa 3.

Na etapa 4, com os parametros de producgdo definidos, as nanoparticulas otimizadas
passaram por uma caracterizacao fisico-quimica mais aprofundada e a influéncia da adi¢ao de
NaCl ao meio liquido da ablagdo também foi avaliada. Foram produzidos coloides em
solucdes de 100 uM de NaCl previamente preparadas com auxilio de um agitador magnético.

A Figura 9 apresenta, em fluxograma, as 4 etapas anteriormente descritas.

Figura 9 — Fluxograma das etapas experimentais empregadas para otimizagdo da producdo de

nanoparticulas de ouro neste trabalho.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Testes preliminares
com parametros dos
modos do
equipamento.

Defini¢ao dos valores
maximos e minimos
para os pardmetros.

Definigdao do melhor

conjunto de parametros:

poténcia, frequéncia e

largura de pulso

Analise da
influéncia dos
pardmetros
intrinsecos do laser.

Analise da
influéncia de
parametros
extrinsecos do laser.

Definigdao do melhor
conjunto de parametros:
velocidade e tempo de
ablacao.

Influéncia da adi¢do de
NaCl no meio liguido e
defini¢do da amostra a
ser depositada no
eletrodo/sensor.

Caracterizagao
fisico-quimica das
nanoparticulas
otimizadas.

Fonte: elaborada pela autora (2021)
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3.2.2 Modificacio dos eletrodos

Para preparagdo dos eletrodos modificados, a superficie do GCE (diametro de 2 mm)
foi cuidadosamente polida com pasta de alumina (Al,O3) de granulometria 0,3 um e
posteriormente 0,05 um, sendo em seguida lavada com 4gua destilada e etanol e sonicada em
banho ultrassom por 5 min. Apos secagem do eletrodo, uma aliquota de SuLL da dispersao de
AuNPs produzida por LAL, previamente sonicada em banho ultrassom por 20 min, foi
depositada com o auxilio de uma micropipeta. O solvente foi evaporado em uma estufa a 80
°C por aproximadamente 5 min. Em seguida, o processo foi repetido para uma segunda
deposicao de AuNPs. Para evitar a lixiviacdo das AuNPs e garantir a fixagao na superficie do
eletrodo, uma solug¢do de Nafion 0,15% em etanol e agua foi preparada e uma aliquota de 3puLL
dessa solugdo foi depositada sobre o eletrodo. Um filme foi formado apoés evaporacdo do
solvente em uma estufa a 80 °C por aproximadamente 5 min, obtendo-se o sensor
denominado GCE/AuNPs/Nafion.

Similarmente, foram preparados os eletrodos sem modificacdo (GCE) e o modificado
apenas com Nafion (GCE/Nafion) para realizagdo de medidas comparativas. Da mesma
forma, foram preparados eletrodos modificados com as AuNPs produzidas por rota quimica
estabilizadas em  citrato = (GCE/AuNPs.QMCI1/Nafion) e em  3-n-propil-(4-
metilpiridinio)silsesquioxano (GCE/AuNPs.QMC2/Nafion). Para garantir que todos os
eletrodos apresentavam a mesma massa de Au (70 pg/cm?), a concentracdo de todas as
amostras foi determinada por Espectrometria de Absor¢do Atdmica (AAS) (como descrito na
secdo 3.3.1.6) e ajustadas para uma mesma concentragao.

A Figura 10 ilustra o processo acima descrito para modificacao do eletrodo.

Figura 10 — Esquema da preparagdo dos eletrodos de carbono vitreo modificados com AuNPs.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).
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3.3  METODOS DE CARACTERIZACAO

3.3.1 Analise superficial dos alvos e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

3.3.1.1 Andalise de Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

ApOs os processos de ablagdo realizados nas etapas 1 e 2, as superficies dos alvos de
ouro foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura permitindo a visualizagao dos
efeitos da interagdo do laser com o material e o entendimento da influéncia dos parametros
variados em cada producdo. Essa andlise permite visualizar efeitos térmicos sobre o alvo,
como a fusdo localizada do material, ou ainda quando o conjunto de parametros utilizados ndo
possibilita uma ablagao eficiente. Foi utilizado um microscopio de bancada Hitachi modelo
TM3030 com filamento de tungsténio, pertencente ao grupo CERMAT (EMC/UFSC). Os

alvos foram analisados com potencial de aceleracdo de 15 kV.

3.3.1.2 Analise de Espectroscopia UV-Vis

As dispersdes de nanoparticulas de ouro obtidas foram analisadas em um
espectrofotometro Hitachi U-1900 UV-Vis pertencente ao Laboratorio PROCER
(EQA/UFSC) a fim de determinar o espectro de absor¢ao das amostras entre comprimentos de
onda de 380 — 800 nm. Nessa faixa, as nanoparticulas de ouro apresentam o pico de absor¢ao
maximo, também chamado de SPR (do inglés, surface plasmon resonance), como ja abordado
na revisdo bibliografica. Esse pico ¢ dependente do tamanho, forma e concentragdo das
nanoparticulas e, portanto, permite obter informag¢des importantes a respeito da qualidade dos
coloides produzidos.

As amostras das etapas 1 e 2 desse trabalho foram analisadas 4 dias ap6s a produgao.
As amostras finais, definidas na etapa 4, foram analisadas ap6s a producao e armazenadas em
3 diferentes condi¢des: 1) ao abrigo de luz a temperatura ambiente; 2) expostas a luz a
temperatura ambiente; e 3) ao abrigo de luz e refrigeradas em aprox. 4 °C. O espectro das
dispersdes foi analisado a cada 4 semanas durante 12 semanas para conhecimento da
estabilidade da dispersao com o tempo.

Estas andlises também permitem uma estimativa do didmetro das particulas por meio

das equagdes propostas por Haiss ef al. A Equagdo (4) ¢ indicada para calculo do didmetro de
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particulas (d) entre 35 € 100 nm, onde Ay, corresponde ao comprimento de onda no pico de
SPR, enquanto a Equacao (5) ¢ indicada para o calculo do diametro de particulas menores,
entre 5 ¢ 35 nm, onde Ay corresponde a absor¢ao no pico SPR e Asso corresponde a absor¢ao

em 450 nm.

Agpr — 512
In (—6,53 )

4= 00216 )
A

d = exp (3 P 2,2) (5)
A450

Haiss et al. também propuseram a utilizagao da Equacdo (6) para calculo do numero
de densidade de particulas (N) que leva em conta o diametro das particulas (d) anteriormente

calculado e a absor¢ao em 450 nm (Aa4s0):

Aysox 1014
N = 450 6)

2
d2[-0,295 + 1,36 exp <— (w) )l

78,2

3.3.1.3 Analise de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Potencial Zeta ()

Apods a producdo, as amostras de nanoparticulas foram caracterizadas por meio da
técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS — do inglés, dynamic light scattering) com o
intuito de determinar a distribuicdo do tamanho de particula e o Potencial Zeta ({) das
dispersoes.

Essa andlise permite determinar o didmetro hidrodinamico das particulas e/ou dos
aglomerados considerando a intensidade da luz espalhada quando um laser ¢ incidido na
dispersdo. Particulas grandes se difundem mais lentamente do que particulas pequenas, e o
equipamento de DLS mede a dependéncia do tempo em funcao da luz espalhada para gerar
uma correlacdo que pode ser matematicamente ligada a um tamanho de particula. Os
resultados dessa analise sdo curvas de distribui¢do de tamanho de particula, e a largura dessa

distribuicdo pode ser analisada pelo indice de polidispesividade (Pdl).
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A distribuicdo de intensidade descreve a quantidade de luz que ¢é espalhada pelas
particulas em grupos de diferentes tamanhos estando, portanto, intimamente relacionada as
medicoes brutas do instrumento. Nesse caso, € importante salientar que o resultado obtido
apresenta uma forte dependéncia da intensidade de luz espalhada em relagdo ao diametro da
particula. Por exemplo, uma particula de 100 nm espalha um milhdo de vezes mais luz do que
uma particula de 10 nm. Dessa forma, particulas maiores dominam o sinal, deslocando o
diametro obtido para maiores valores (MENENDEZ-MANJON; BARCIKOWSKI, 2011).

Considerando as propriedades Opticas do material em anélise, especialmente o indice
de refragdo e absor¢do em 633 nm, o equipamento fornece a distribuicdo por nimero. Essa
distribuicdo mostra o nimero de particulas em grupos de diferentes tamanhos e, portanto,
assemelha-se a uma distribuicdo obtida a partir de uma técnica de contagem de particulas,
como a realizada por meio de imagens de microscopia. Nesse caso, temos uma relagao direta
entre o tamanho da particula e a sua contribui¢do na distribui¢ao, onde uma particula de 100
nm terd a mesma contribuicdo de uma particula de 10 nm. Dessa forma, resultados tipicos de
DLS de boa qualidade geralmente apresentam uma diminui¢do no didmetro ao passar de
intensidade para nimero (NANOCOMPOSIX, 2015).

O Potencial Zeta ¢ uma medida que indica o potencial eletrocinético préximo a
superficie da particula sendo um bom indicador da estabilidade eletrostatica da dispersao.
Dispersdes com alto valor (em modulo) de { sao consideradas estaveis, pois garantem uma
forca repulsiva eletrostatica entre as particulas. Por outro lado, valores proximos a 0,
denominado ponto isoelétrico, sdo instaveis e tendem a se aglomerar rapidamente.
Normalmente, valores em torno de = 25 mV sdo considerados eletrostaticamente estaveis
(IVANOV, 2011).

As andlises foram realizadas no Laboratorio Interdisciplinar para o Desenvolvimento
de Nanoestruturas (LINDEN), do Departamento e Engenharia Quimica da UFSC, utilizando o
equipamento Malvern Zetasizer Nanosizer com uma fonte laser He-Ne a 633,3 nm e arranjo
optico a 173°. A preparagao das amostras foi efetuada dispersando-as em banho ultrassénico
por 5 min. As amostras foram analisadas em triplicata. Em todas as condi¢des experimentais,
a viscosidade da suspensdo foi assumida como igual a da 4gua e para os cdlculos da
distribuicdo do tamanho ponderados em numero, para o comprimento de onda 633 nm, o
componente real do indice de refragdo do ouro a adotado foi 0,18344, enquanto valor médio
de absorcdo foi 3,4362. Os resultados foram obtidos e tratados utilizando o software

Zetasizer.
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Adicionalmente, as amostras produzidas apenas em agua e na solucdo de NaCl 100
um, obtidas apds etapa de otimizagdo, foram analisadas comparativamente com relagdo a
variacdo do potencial zeta em diferentes pH. Essas analises foram conduzidas 5 meses apos a
producao das amostras, no Laboratorio de Catalise Biomimética (LaCBio), do Departamento
de Quimica da UFSC, utilizando também o equipamento Malvern Zetasizer Nanosizer
conectado ao software Zetasizer. O pH das dispersoes foi ajustado adicionando-se solucdes de
HC10,01 M e NaOH 0,01 M e medidos por meio de um pHmetro Orion Research Expandable

Ion Analyzer EA 920. As medidas foram realizadas em triplicata.

3.3.1.4 Analise de Microscopia Eletronica de Transmissdao (TEM)

As amostras obtidas na etapa 4 foram analisadas por Microscopia Eletronica de
Transmissdo com o objetivo de visualizar o formato e tamanho das nanoparticulas produzidas.
As suspensdes coloidais foram dispersas em banho ultrassom por 5 minutos. Em seguida, as
amostras foram depositadas em grids de cobre 200 mesh revestidos com filme carbono com o
auxilio de uma micropipeta.

As andlises foram realizadas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica
(LCME/UFSC) com o microscopio Jeol JEM-1011 operando com voltagem de aceleracdo de
100 kV. As imagens obtidas foram analisadas no software ImagelJ, permitindo a medicao do
didmetro de 400 particulas de cada amostra para a construgdo de histogramas distribuicao do
tamanho de particula. A andlise de difracdo de elétrons de area selecionada (SAED - do
inglés, selected area electron diffraction) também foi realizada nas mesmas condigdes para

conhecimento da estrutura cristalina das particulas.

3.3.1.5 Andalise de Difra¢do de Raios X (XRD)

As amostras obtidas apods a etapa 3 de otimizagdo do processo foram caracterizadas
por difracdo de raios X (XRD - do inglés, X-ray diffraction) com objetivo de confirmar a
obten¢ao de AuNPs metalicas a partir da identifica¢do de picos referentes a estrutura cristalina
tipica do ouro metélico ou se haveria a formagao de espécies de 6xidos no meio. As analises
foram conduzidas utilizando o difratometro Rigaku MiniFlex600 pertencente ao LINDEN
(UFSC), com intervalo de medida de 5° - 90° 20, tamanho de digitalizacdo de passo de 0,05°

e velocidade 10°/min. A radiagio Cu-Ko. foi fixada em A = 1,54 A. Este equipamento analisa
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apenas amostras em p9, dessa forma, devido a pouca quantidade de material por amostra, um
procedimento alternativo foi necessario. As dispersdes coloidais foram centrifugadas a 4500
rpm por 5 min e o sobrenadante foi separado. A dispersdao concentrada foi depositada
diretamente no porta-amostra de vidro do equipamento e submetidas a secagem a 50 °C por 2
horas. Esse procedimento foi repetido até obter a formagdo de filme suficiente para permitir a
leitura. Os difratogramas obtidos foram analisados por meio do software X Pert High Score

Plus para identificagdo da estrutura cristalina presente.

3.3.1.6 Andalise de Espectrometria de Absor¢do Atomica (AAS)

A concentracdo de ouro nas amostras otimizadas foi quantificada utilizando um
Espectrometro de Absorcdo Atdmica com Atomizacdo Eletrotérmica AAnalyst 100 (Perkin
Elmer) pertencente ao Laboratorio de Espectroscopia Atomica e de Massa (LEMA/LARES),
do Departamento de Quimica da UFSC. A andlise foi conduzida utilizando tubos de grafite
aquecidos longitudinalmente, sem plataforma e sem modificador quimico. Foram utilizadas
temperaturas de pirélise e atomizagdo de 600 °C e 2000 °C, respectivamente, € injecao de 10
ou 20 pL. Para analise, as amostras foram diluidas 4000 x em agua ultrapura a fim de obter
leituras na ordem de ng/mL. As amostras foram analisadas em quintuplicata (n = 5) e os

resultados sao reportados como média + desvio padrao.

3.3.2 Medidas eletroquimicas

O desempenho dos eletrodos de carbono vitreo modificados e sem modificacdo foi
analisado por meio de medidas eletroquimicas conduzidas em uma célula eletrolitica com
volume total de 10 mL. O eletrodo de referéncia utilizado foi do tipo Ag/AgCLKCl(sat) e o
contra eletrodo constituido por um fio de platina.

As medidas foram realizadas no Laboratorio de Plataformas Eletroquimicas
(AMPERE), do Departamento de Quimica da UFSC, com o uso do potenciostato PalmSens 4
(Palm Instruments BV — Holanda) conectado a um computador contendo o software PSTrace
(versdo 5.5).

Para os estudos iniciais de caracterizacdo do sensor, a dopamina (DA) foi adicionada
ao eletrolito de suporte (PBS 0,01 M) em uma concentragdo final de 70 uM. A fim de garantir

a homogeneidade da solugao do eletrdlito e analito, um agitador magnético da marca Hanna
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Instrument HI 190M foi utilizado para agitacdo da solug¢ao por 10 segundos antes de todas as
medidas.

A técnica de voltametria ciclica foi aplicada em um intervalo de potencial de -0,2 V a
0,7 V, seguido de uma varredura reversa de 0,7 V a -0,2 V. Os estudos comparativos do
eletrodo com e sem modificagdo foram realizados em triplicada em solu¢ao PBS pH 7,4 com
uma velocidade de varredura de potencial (v) de 50 mV/s.

Medidas em diferentes pH (3, 4, 5, 6, 7,4 e 8) e diferentes velocidades de varredura
(50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mV/s) foram realizadas para conhecimento do mecanismo
da rea¢do. O pHmetro Ohaus (Modelo ST3100-F) foi utilizado para verificagdo do pH do
eletrolito.

Por fim, para constru¢dao da curva de calibragdao do sensor desenvolvido, as medidas
eletroquimicas foram realizadas com a adi¢ao de aliquotas sucessivas de dopamina permitindo

a obtengdo da variacdo da corrente em fun¢do da concentra¢do de DA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo sdo apresentados os resultados alcangados em cada etapa desta
pesquisa. A primeira parte traz uma discussdao dos resultados referentes as etapas 1, 2 e 3,
(conforme apresentado anteriormente no fluxograma da Figura 9) abordando a investigagdo
da producao das AuNPs pelo método proposto. Na segunda parte tem-se uma caracterizacao
fisico-quimica mais aprofundada das AuNPs otimizadas. E por fim, sdo apresentados os
resultados de aplicagdo das AuNPs produzidas por ablagdo a laser em liquido em um sensor

eletroquimico para determina¢do da dopamina.

4.1 PRODUCAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO POR LAL

4.1.1 Testes preliminares com parimetros dos modos do equipamento

Os modos de operacdo definidos pelo fabricante do laser (IPG LASER, 2017) foram
analisados para producdo de nanoparticulas, permitindo um conhecimento preliminar do
efeito causado nos alvos de ouro e da capacidade de geragdo de AuNPs. Como apresentado
anteriormente na Tabela 3, cada largura de pulso esta associada a uma frequéncia nominal na
qual o fabricante garante que o perfil temporal do pulso estd de acordo com o especificado na
ficha técnica do equipamento. Da mesma forma, os modos sdo definidos considerando a
poténcia méxima de 50 W.

Devido a diferenga do nivel energético de cada modo, a interacdo do laser com o
alvo de ouro durante o processo de LAL resulta em diferentes efeitos na superficie do alvo
como pode ser observado nas micrografias realizadas nos alvos de ouro apresentadas na
Figura 11. Nota-se que todos os modos apresentaram um efeito térmico de ablacdo, com
sinais de fusdo em algumas regides e arrancamento de material. No entanto, esse efeito de
derretimento torna-se mais pronunciado conforme aumenta-se o modo (maiores larguras de
pulso, menores frequéncias).

Pelas micrografias ndo € possivel distinguir crateras individuais dos pulsos € nem o
caminho do feixe laser. Devido a alta frequéncia de operagdo, na ordem de kHz, e a
velocidade de 1000 mm/s empregada, todos os conjuntos de parametros testados levam a
niveis de sobreposicdo de pulsos similares, sempre > 90% (calculado segundo a Equagao (1)

considerando um spot size de aproximadamente 58 pm referente ao didmetro do feixe). Além
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disso, a geracdo de particulas no meio liquido contribui para a difragdo do laser quando este
interage com a particulas presentes em dispersdo. Essa interagdo provoca um desvio do feixe
que passa a atingir outras regides do alvo fora do caminho inicialmente projetado para seu
percurso, aumentando a area total afetada da superficie. Esse efeito se mostra bastante
presente nas condi¢cdes aqui avaliadas, de modo que toda a superficie do alvo foi

termicamente afetada.

Figura 11 — Micrografias de varredura dos alvos de ouro apds o processo de LAL usando os
modos nominais T2 (2 ns, 3000 kHz), T3 (4 ns, 1500 kHz), T4 (8 ns, 750 kHz), T5 (16 ns,
400 kHz) e T6 (30 ns, 220 kHz) do equipamento

N 100 um N 700 um ' N 700 jm

N 100 um

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

O modo T2 (2 ns, 3000 kHz) resultou em pouca agressdo no alvo comparado aos
demais ja que a utilizagdo de altas frequéncias reduz a energia do pulso, conforme mostra a
Equagdo (2). J4 no modo T6 (30 ns, 220 kHz) pode-se observar maiores regides de fusdo,
indicando um efeito térmico mais agressivo devido a maior energia de pulso associada a
baixas frequéncias.

A capacidade de remog¢ao de material do alvo e geragdo de nanoparticulas também
estd associada a energia de pulso, de modo que a produtividade aumenta quase que

linearmente com a energia de pulso, desde que o mecanismo dominante de remogao de

material permane¢a o mesmo. No entanto, o aumento da energia de pulso estd geralmente
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associado a geracdo de particulas maiores e com uma distribuicdo de tamanho mais larga
(TORRISI; TORRISI, 2018).

A Figura 12 apresenta o espectro UV-Vis das dispersdes obtidas nesses testes
iniciais. Nota-se que todas as curvas apresentam pico de ressonadncia de plasmons de
superficie em torno de 525 — 528 nm, sendo tipico de dispersdes de nanoparticulas de ouro
com cerca de 30 — 40 nm de didmetro, conforme a Equagdo (4) proposta por Haiss et al.
(2007).

No espectro de absor¢ao ¢ observado um aumento da linha base em toda faixa de
comprimento de onda conforme aumenta-se o0 modo. Esse aumento da linha base indica um
maior espalhamento caracteristico de suspensdes onde ha sélidos com dimensdes maiores que
as nanoparticulas plasmonicas, i.e. aglomerados de particulas. Além disso, de acordo com
Muto, Miyajima e Mafune (2008), em 380 nm o espectro de absor¢do ¢ determinado
principalmente por transicdes entre bandas nos atomos de ouro, sendo independente do
tamanho das particulas. Por esse motivo, a absorbancia em 380 nm pode estar diretamente
relacionada a concentragao de atomos de ouro no liquido, indicando que na medida que o
pulso aumenta, dispersdes mais concentradas sio obtidas (MENENDEZ-MANJON;
BARCIKOWSKI, 2011; MUTO; MIYAJIMA; MAFUNE, 2008).

Figura 12 — Espectro de absor¢ao UV-Vis das dispersdes de AuNPs produzidas nos testes

preliminares.
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Dessa forma, a analise de espectroscopia indica que indo do modo T2 ao T6 tem-se
uma maior geracdo de particulas, porém aponta a presenca de particulas maiores junto as
nanoparticulas plasmonicas. O aumento da concentracio com o modo também pode ser
observado analisando os valores de concentragdo tedrica (mg/mL), calculados a partir da
diferenga de massa do alvo antes e apds o processo de ablagdo, como apresenta a Figura 13.

O grafico da Figura 13 apresenta também o numero de particulas/mL (N) obtidos por
meio das equagdes propostas por Haiss, descritas na secao 3.3.1.2, e mostra, portanto, uma
correlagdo direta com a concentracao teorica.

Além disso, analisando o aspecto visual das dispersdes, ¢ evidente o aumento da
concentragdo pela obtencdo de dispersdes mais escuras. A coloracdo com tons bordo-roxo

também evidencia a obtengdo de particulas com didmetros > 30 nm e aglomeradas.

Figura 13 — Correlagao entre concentracao tedrica e numero de particulas por mL das

amostras obtidas nos testes preliminares. Abaixo, o aspecto visual das dispersdes obtidas.

Concentragdo tedrica (mg/mL)
N (nps/mL - 10'%)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Os estudos preliminares permitiram definir os pardmetros que seriam mais

promissores para otimiza¢do da produ¢do. Considerando que o modo T2 apresentou baixa
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geracdo de particulas e um efeito de ablacdo pouco evidente no alvo, decidiu-se desconsidera-
lo para os estudos posteriores. Da mesma forma, foi desconsiderado o modo T6 devido ao seu
elevado aporte térmico que ocasionou um efeito de fusdo agressivo no alvo, levando a geragao
de uma dispersao com alta concentragdo de grandes particulas, evidenciada pela alta absor¢ao
em comprimentos de onda acima de 600 nm.

Portanto, para a etapa seguinte de analise da influéncia dos parametros intrinsecos do
laser (Etapa 2), optou-se por utilizar como valor minimo a largura de pulso de 4 ns do modo
T3, e como valor maximo a largura de pulso de 16 ns do modo T5. Para conhecimento da
influéncia da poténcia no processo de geragcdo de particulas, foram definidos 2 niveis para os
testes: 20 W ¢ 50 W. Ainda, com o intuito de observar a influéncia de variacdes da
frequéncia, foram realizados testes utilizando as duas frequéncias nominais de cada modo.
Assim, escolheu-se os valores de frequéncia nominal de 400 kHz, como valor minimo, ¢ 1500
kHz, como valor maximo, os quais estdo incluidos na faixa de frequéncia estendida de ambos
os modos, conforme determinado pelo fabricante do laser utilizado (IPG LASER, 2017).

Dessa forma, montou-se o planejamento fatorial 23, discutido na sequéncia.

4.1.2 Analise da influéncia dos parametros intrinsecos do laser

Conforme abordado na sec¢do 2.2.1 deste trabalho, o efeito do processo de ablacao
em um alvo ndo depende apenas dos parametros do feixe de radiacdo eletromagnética, mas
sim da interagdo laser-matéria. Dessa forma, para uma determina¢do mais aproximada da
fluéncia, um teste de uma unica passagem do feixe laser com frequéncia de 120 kHz e
velocidade de varredura de 7000 mm/s foi conduzido para visualizacao do efeito de Uinico
pulso nas duas larguras de pulso escolhidas, 4 ns e 16 ns, e nas poténcias de 20 e 50 W. A
area afetada por um Unico pulso, pode ser visualizada por meio de SEM (area delimitada pelo
pontilhado amarelo) e medida com auxilio do software ImageJ pelo método de determinacao
do perimetro, conforme ilustra a Figura 14. A partir do valor obtido para a area foi estimado
um didmetro equivalente para céalculo aproximado da sobreposi¢cdo de pulso por meio da
Equacdo (1). Foram realizadas 3 medidas independentes das imagens e os resultados estdo
reportados como média + desvio padrdao na Tabela 4. Nota-se que o didmetro equivalente se
mostrou relativamente proximo do spot size de 58 pum referente ao didmetro do feixe

fornecido pelo fabricante.
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Figura 14 — Método empregado para medida aproximada da area afetada por um unico pulso

usando o Software ImageJ, a partir de uma imagem de microscopia eletronica de varredura.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Tabela 4 — Valores da area do alvo afetada pelo laser e didmetro equivalente, obtidos por meio

do Software ImageJ.

Largura de pulso Poténcia Area afetada Diametro equivalente
(ns) W) (um?) * (uwm) *
4 20 2479 £ 4 56+£2
50 1810 £ 14 48+ 4
16 20 2407 + 4 55+£2
50 1976 £20 50+£5

*Média + desvio padrao.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A Tabela 5 apresenta os conjuntos de parametros testados nessa etapa. A energia de
pulso teodrica foi estimada a partir da Equacdo (2), enquanto a fluéncia aproximada foi
calculada utilizando a Equacdo (3), onde o valor médio da area afetada estd apresentado na
Tabela 4. Nota-se que dentro dessas configuragdes, todos os conjuntos de parametros levaram

a uma sobreposicao consideravelmente alta, acima de 90%.
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Tabela 5 — Parametros testados na etapa de planejamento fatorial

Amostra ﬁ:;glll;:(? Frequéncia Poténcia Velocidade g:;{ﬁ:?) Fluéncia SP
(ns) (kHz) W) (mm/s) (mJ)* (J/em?)*  (%)*

Au.4.400.20 4 400 20 1000 0,05 2,02 95,5
Aul16.400.20 16 400 20 1000 0,05 2,08 95,4
Au.4.1500.20 4 1500 20 1000 0,01 0,54 98,8
Au.16.1500.20 16 1500 20 1000 0,01 0,55 98,8
Au.4.400.50 4 400 50 1000 0,12 6,91 94,8
Au.16.400.50 16 400 50 1000 0,12 6,32 95,0
Au.4.1500.50 4 1500 50 1000 0,03 1,84 98,6
Au.16.1500.50 16 1500 50 1000 0,03 1,69 98,7

* Valores aproximados.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na Figura 15 sdo apresentadas as micrografias obtidas por SEM dos alvos de ouro
apods o processo de ablagdo para geragao das nanoparticulas utilizando os pardmetros descritos
na Tabela 5. Nota-se, mais uma vez, que os parametros testados resultaram em efeitos de
fusdo na superficie, os quais se mostraram mais agressivos com o aumento da poténcia. Na

imagem estao indicados os parametros que resultaram em uma baixa geracao de particulas.

Figura 15 — SEM dos alvos de ouro apos o processo de LAL na etapa de testes experimentais

fatoriais.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Como discutido anteriormente, para cada material e sistema de ablagdo, existe um
limiar de fluéncia no qual apenas acima deste, ocorre geracdo de nanoparticulas (ZHANG;
GOKCE; BARCIKOWSKI, 2017). A fluéncia que chega até o alvo é diretamente
influenciada pelo setup do processo, o que inclui aspectos como caracteristicas da superficie
do alvo, meio liquido, espessura de liquido acima do alvo e agitagdo do meio liquido, a qual
também pode provocar oscilagdes da espessura do liquido e, consequentemente, variagdes na
fluéncia.

Os conjuntos de pardmetros associados as menores fluéncias tedricas (~ 0,5 J/cm?)
resultaram em baixa ou insignificante gera¢do de particulas. Por outro lado, ao utilizar
parametros associados as maiores fluéncias (> 6 J/cm?) foram produzidas as dispersdes com
as mais elevadas concentragdes de ouro. Tais resultados podem ser observados pelo espectro
de absorc¢do, apresentado na Figura 16, e pela concentragdo estimada, apresentada na Figura

17.

Figura 16 — Espectro de absor¢cao UV-Vis das dispersdes de AuNPs produzidas nos testes

fatoriais.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Figura 17 — Correlagao entre concentracao tedrica e numero de particulas por mL das

amostras obtidas nos testes fatoriais. Abaixo, o aspecto visual das dispersdes obtidas.

0,160

0,140

0,120

0,100 —

0,080

0,060

N (nps/mL - 10'°)

0,040

Concentracgéo tedrica (mg/mL)

0,020

0,000 . . . . . -
Au4400 20 Au 16.400.20 Au‘4‘1500‘20 Au.16.1500.20 Au.4.400.50 Au.16.400.50 Au.4.1500.50 Au.16.1500.50 -

16.1500.50

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Em todos os casos, a0 aumentar somente a poténcia tem-se uma maior geracdo de
AuNPs como esperado. No entanto, os resultados apontaram que a influéncia da largura de
pulso combinada com a frequéncia se sobrepde a influéncia da poténcia, de modo que, quando
ambas aumentam, uma diminui¢cdo da geragdo de particulas foi observada. A Figura 18a
mostra esse efeito a partir do grafico de Pareto das influéncias dos fatores analisados. Do
mesmo modo, a Figura 18b mostra os efeitos dos parametros avaliados no indice de
polidispersividade (PdI) das dispersdes produzidas. Nota-se que a frequéncia apresentou o
maior efeito no Pdl, de modo que um maior valor de frequéncia se mostrou mais apropriado

para a reducao da polidispersividade.
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Figura 18 — Grafico de Pareto para a influéncia dos parametros largura de pulso (L),
frequéncia (F) e poténcia (P) na a) concentracdo (R? =0,99992; Adj: 0,99943) e b) no PdI dos
coloides produzidos (R* = 0,99997; Adj: 0,99982).

a) b)

LF .-67,0 ¢ g-mz

P 59,0 L 91,5

F -56,3333 L:F:P 90,5
F:P -26,3333 L:P -37,

L:F:P 19,0 LF 19,
L:P -10,3333 P 6.5
p=,05 p=,05
Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto) Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

*Aplicagdo do modelo de redugio de coeficientes de regressio conforme detalhado no APENDICE A.
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A medida em que se aumenta a largura de pulso, o tempo de interagio de um pulso
com o alvo se torna maior e, portanto, ao aumentar a frequéncia, maior serd a sobreposi¢ao
dos pulsos, e a energia do laser ¢ menos aproveitada para geragdo de novas NPs a partir do
alvo. Esse pode ser um dos motivos pelos quais a interacdo L:F apresentou a maior influéncia
negativa na concentragcdo. Além disso, observa-se que com L e F no nivel alto, tem-se uma
combinagdo de pardmetros que foge da frequéncia nominal do modo (T5). Apesar de estar
incluida na faixa de frequéncia estendida informada pela fabricante da fonte laser, os
resultados apontaram que existe uma dependéncia desses fatores para maximizar a
concentracao de NPs na dispersao.

Com o objetivo de identificar a melhor condi¢do de parametros testados, a funcao
desejabilidade foi aplicada, a qual representa o compromisso entre as variaveis respostas que
estdo sendo avaliadas, nesse caso, concentracdo ¢ Pdl. A desejabilidade individual (di) foi
calculada conforme método proposto por Derringer & Suich (1980), onde as respostas
medidas experimentalmente sdo convertidas em valores entre 0 e 1, sendo que quanto mais

proxima de 1, mais desejavel ¢ a resposta (PEREIRA FILHO, 2015). Para a concentragao,
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como o objetivo ¢ maximizar a resposta, foi utilizada a Equacao (7), onde y ¢ a resposta que

esta sendo monitorada, Ri» € Rnax S0 @ menor € maior resposta obtida, respectivamente.

dl:(R

y_

max

(7)

Ja para o PdI, como objetivo ¢ minimizar a resposta, foi utilizada a Equacao (8).

dl:(R

Rméx -

max =

(8)

Apbs obter a desejabilidade individual para as todas as condi¢des de pardmetros

avaliadas, a desejabilidade global (D) pode ser calculada pela raiz quadrada da multiplicacao

da di da concentragdo ¢ da di do Pdl. Os resultados obtidos apontaram que a maior

desejabilidade global foi encontrada para o conjunto de pardmetros Au.4.1500.50, como

mostra a Tabela 6.

Tabela 6 — Desejabilidade individual da concentracdo e PdI e desejabilidade global calculadas

para cada conjunto de parametros testados (em verde, a maior desejabilidade global obtida).

L F

P

ms) (kHz) (W) di Concentracao di Pdl D
4 400 20 0,1085 0,6289 0,2613
16 400 20 0,6744 0,0000 0,0000
4 1500 20 0,4341 0,8491 0,6071
16 1500 20 0,0000 0,6698 0,0000
4 400 50 0,7752 0,2044 0,3981
16 400 50 1,0000 0,3774 0,6143
4 1500 50 0,5736 1,0000 0,7574
16 1500 50 0,2403 0,4843 0,3411

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A Figura 19 apresenta um grafico de contorno do PdI para poténcia fixa de 50 W

indicando graficamente que um menor valor de polidispersividade ¢ alcangado com o uso da

menor largura de pulso e maior frequéncia.
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Figura 19 — Grafico de Superficie de Resposta do PdI considerando a poténcia fixa de 50 W.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Esses resultados estdo de acordo com os espectros de absor¢ao da luz visivel
apresentados anteriormente na Figura 16, onde a amostra Au.4.1500.50 apresentou um pico
SPR mais estreito, com uma queda mais acentuada da absor¢do em comprimentos de onda >
520 nm, associado a uma distribui¢do de tamanho de particulas mais estreita.

A fim de determinar a distribuicdo de tamanho de particula, o didmetro
hidrodinamico foi obtido por DLS. A Figura 20 apresenta as distribui¢cdes expressas por
intensidade de espalhamento e por numero. Nota-se que particulas/aglomerados > 100 nm
dominam o sinal por intensidade em todas as amostras, de modo que a distribui¢cdo por
intensidade indica majoritariamente o estado de aglomeracao das particulas, como observado
por Menéndez-Manjon e Barcikowski (2011). No entanto, ao converter para a distribuicao por
numero, percebe-se que tais particulas/aglomerados estdo presentes em menor quantidade,
indicando que a maioria das particulas apresentam didmetros < 100 nm.

Analisando as curvas de distribui¢do de tamanho de particulas por nimero, nota-se
que a amostra Au.4.1500.50 apresentou a curva mais estreita, sendo, portanto, a amostra mais
monodispersa, como indicado pelo valor de PdI apresentado anteriormente. Todas as amostras

produzidas apresentaram { > 25 mV em moddulo, indicando uma boa estabilidade eletrostatica.
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Figura 20 — Curvas de distribui¢do de tamanho de particula por intensidade de espalhamento

(linha preta) e por nimero (barras azuis) obtidas por DLS na etapa de testes fatoriais

(identificagdo da amostra no canto superior esquerdo).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Menéndez-Manjon e Barcikowski (2011), apontaram que elevadas frequéncias levam
a um melhor controle do tamanho de particulas na producdo de AuNPs devido ao efeito de
LFL decorrente da irradiagdo interpulsos. Os autores concluiram que em taxas de repeti¢do
acima de 500 Hz, a eficiéncia da fragmentagdo ¢ constante, porque o movimento de
nanoparticulas ¢ insignificante com relacdo a intervalos de tempo tdo curtos entre pulsos. No
entanto, esse estudo ndo foi estendido para frequéncias na ordem de grandeza de kHz, como
empregados no sistema a laser utilizado nesse trabalho.

Nas condi¢des aqui avaliadas, além do efeito de LFL, a alta frequéncia leva também
a uma alta sobreposicdo de pulsos, onde o pulso subsequente atinge o plasma e a bolha de
cavitagdo anterior, elevando a temperatura e caracterizando um processo de multiplos pulsos.

A abordagem de pulsos multiplos para controle de tamanho de particula de AuNPs
foi utilizada pela primeira vez por Yu et al. (2017), citada anteriormente na revisdo desse
trabalho. Nessa situagdo, os autores apontaram que uma condicdo de sobreposi¢dao de pulsos
pode ocasionar uma diferente dindmica na formacgdo das AuNPs, onde os materiais dispersos
na pluma sdo atomizados e homogeneizados por pulsos subsequentes antes da nucleagao e,
consequentemente, NPs monodispersas € com menor tamanho médio podem ser obtidas. Em
decorréncia desses dois efeitos, os resultados desse trabalho apontaram que um regime de alta
frequéncia e alta sobreposicdo de pulsos pode ser uma forma eficiente de reduzir a
polidispersividade do coloide produzido. No entanto, essas condi¢des levaram a uma reducao
da concentragdo, de modo que um equilibrio deve ser encontrado entre a quantidade

(produtividade e concentracdo) e qualidade (distribui¢cdes de tamanho estreitas) das AuNPs
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produzidas por LAL. Dessa forma, com base da desejabilidade global, definiu-se o conjunto

de parametros mais apropriado para os testes subsequentes: 4 ns, 1500 kHz e 50 W.

4.1.3 Analise da influéncia de parametros extrinsecos do laser

A velocidade na qual o feixe de laser percorre o caminho projetado no alvo
influencia na distancia entre pulsos juntamente com a frequéncia. Dessa forma, uma
velocidade maior garante mais espagamento entre pulsos e, consequentemente, um numero
maior de ciclos, i.e., o laser percorre o caminho mais vezes. No entanto, a velocidade de
varredura ndo altera a quantidade total de pulsos dentro de um determinado tempo de
processo. A Figura 21a apresenta o espectro de absorcdo de dispersdes produzidas em
diferentes velocidades (500, 1000 e 2000 mm/s) com um tempo total de processo de 60 s. Na
Figura 21b observa-se a influéncia da velocidade na concentragdo teodrica dos coloides

obtidos.

Figura 21 — a) Espectro de absor¢ao UV-Vis das dispersdes produzidas em diferentes
velocidades de varredura do laser e b) Influéncia da velocidade de varredura na concentragao

das dispersdes obtidas (resultados de producao em triplicata).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A absor¢ao em 380 nm e a concentracao tedrica indicam que ao reduzir a velocidade
para 500 mm/s tem-se uma significativa reducdo da concentracdo de particulas. Ja nas

velocidades de 1000 e 2000 mm/s ndo foi observada uma diferenca significativa (p < 0,05).



80

Nas trés velocidades testadas, a sobreposicdo de pulsos ¢ bastante alta, sendo
levemente menor a medida que a velocidade aumenta de 500 até¢ 2000 mm/s (99,3%, 98,6% e
97,2%, respectivamente). Como a diferenca € bastante pequena, dificilmente a sobreposi¢do
seria a Unica responsavel pelo aumento da geragdo de particulas observado com a utilizagao
das velocidades maiores. No entanto, a velocidade determina um outro aspecto importante do
processo, a quantidade de ciclos, i.e., quantas vezes o laser percorre o caminho projetado no
alvo. Como o desenho projetado no alvo € o mesmo para todos os experimentos, a distancia
percorrida em cada ciclo também ¢ a mesma. Sabendo que a velocidade ¢ diretamente
proporcional a distancia total percorrida, ao dobrar a velocidade, dobra-se a quantidade de
ciclos. Dessa forma, quando o laser se movimenta de maneira mais rapida sobre o alvo, maior
a area total ablacionada em um mesmo intervalo de tempo bem como, maior a probabilidade
de as particulas geradas serem atingidas pelo feixe laser novamente (FACHIN, 2020).

O aumento da concentragdo das particulas com o aumento da velocidade de 500
mm/s para 1000 mm/s, indica que a maior quantidade de passagens do laser impactou de
maneira significativa a taxa de remog¢do de particulas do alvo. Ao aumentar de 1000 mm/s
para 2000 mm/s esse mesmo efeito nao foi observado, podendo ser um indicativo de que o
efeito de absorcdo de energia pelas particulas formadas se torna mais pronunciado. Essa
hipotese € apoiada ao observar o estreitamento do pico SPR da dispersdo produzida com
velocidade de 2000 mm/s, que indica a obtencdo de um coloide mais monodisperso, assim
como pela coloragdo mais avermelhada da dispersdo, indicando a predominancia de particulas
com didmetro inferior a 100 nm. Para melhor avaliar esse efeito, as dispersdes foram
analisadas por DLS e a Figura 22 apresenta as distribui¢cdes de tamanho de particula obtidas.

As distribui¢cdes apontam que ao utilizar a velocidade de 500 mm/s, apesar da baixa
concentragdo, particulas menores foram obtidas, possivelmente decorrente de um efeito de
pulsos multiplos pronunciado, onde pulsos subsequentes atomizam materiais presentes na
pluma de plasma e/ou bolha de cavitacao anterior, levando a homogeneizacao e redugao de
tamanho de particula. Aumentando a velocidade para 1000 mm/s, esse efeito ¢ minimizado e
além de uma concentragdo mais elevada, maiores particulas sdo obtidas. Ao aumentar a
velocidade de 1000 mm/s para 2000 mm/s foi observada a formacdo de uma nova populagao
de particulas com didmetro médio de 18 + 4 nm. Os resultados tratados pelo software
Zetasizer indicaram que 48% da populagdo possui didmetro médio de 18 nm, enquanto os
outros 52% apresentam diametro médio de 40 nm. Apesar da andlise ter indicado a presencga

de duas populacdes de tamanho de particula, os didmetros médio e maximo foram reduzidos,
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enquanto a concentragdo ndo apresentou alteragdo significativa, corroborando com a hipotese

de predominancia do efeito de fragmentagdo das particulas pela absor¢do do laser.

Figura 22 — Curvas de distribui¢ao de tamanho de particula por intensidade de espalhamento
(linha preta) e por nimero (barras azuis) obtidas por DLS de dispersdes produzidas em

diferentes velocidades de varredura do laser: a) 500, b)1000 e ¢) 2000 mm/s.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Sabe-se que esse efeito de LFL afeta diretamente a produtividade do processo pois
reduz a energia que chega ao alvo, de modo que a taxa de ablacdo e, consequentemente, a
produtividade, diminui continuamente com o tempo, mas, competitivamente, particulas
menores € mais monodispersas podem ser obtidas. Dessa forma, o tempo total do processo de
ablagcdo afeta caracteristicas importantes da dispersdo, como tamanho de particula,
polidispersividade e concentragdo. A Figura 23a apresenta o espectro de absor¢cdo de
dispersdes produzidas por diferentes tempos, 60, 120 e 300 s com a velocidade fixada de 2000
mm/s (onde o efeito de LFL se mostrou presente). Na Figura 23b, observa-se a influéncia do
tempo de ablag¢do na concentragdo das dispersdes obtidas e na produtividade do processo.

As curvas de absor¢do da luz visivel indicaram uma redug¢do do comprimento de
onda do pico SPR, de 526 para 521 e 520 nm para as amostras produzidas em 120 e 300 s,
respectivamente. Essa reducdo ¢ um indicativo de uma diminui¢do do tamanho de particula,
conforme estabelece as equagdes propostas por Haiss et al. (2007) abordadas anteriormente
nesse trabalho. Observa-se também um pico SPR mais estreito, considerando a largura a meia
altura do pico, o que € um indicativo positivo que uma reducao da polidispersividade, levando
a formagao de coloides mais monodispersos. O aumento da absor¢do em 380 nm ja indica que

maiores concentragdes de AuNPs foram obtidas conforme aumenta-se o tempo do processo.
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Figura 23 — a) Espectro de absor¢ao UV-Vis das dispersdes produzidas em diferentes tempos
de processo (60, 120 e 300 s) e b) Influéncia do tempo do processo na concentragdo das
dispersoes obtidas (resultados de producao em triplicata).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na Figura 23b, o efeito do aumento da concentracao tedrica de AuNPs em fun¢do do
tempo se torna bem evidente. No entanto, uma reducdo de produtividade do processo foi
observada, indicando a ocorréncia do efeito de absor¢do da energia do laser pelas particulas.
Para entender a influéncia desse efeito no didmetro das particulas, as dispersdes foram

analisadas por DLS, e os resultados estdo apresentados na Figura 24.

Figura 24 — Curvas de distribui¢do de tamanho de particula por intensidade (linha preta) e por

nimero (barras azuis) obtidas por DLS de dispersdes produzidas em a) 120 e b) 300 s.
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A distribui¢do de tamanho de particula obtida por DLS comprova uma redugdo do
diametro da particula com o aumento do tempo e, portanto, evidencia a predominadncia do
processo de LFL nas condigdes de processamento aqui empregadas. Essa observacao vai ao
encontro da reducdao da produtividade citada anteriormente, uma vez que, conforme a
concentragdo de NPs na dispersdo aumenta, maior ¢ o percentual da energia do laser
absorvido pelas NPs e utilizado para o processo de fragmentacao.

Dessa forma, com base nos resultados alcangados até aqui, concluiu-se que as
amostras produzidas com a velocidade de 2000 mm/s e nos tempos de 120 e 300 s
apresentaram as caracteristicas mais promissoras para viabilizagdo do processo de LAL para
produ¢do de AuNPs utilizando a maquina a laser disponivel para execucao desse trabalho.
Apesar da queda da produtividade com o aumento do tempo do processo, dispersdes mais
concentradas puderam ser obtidas o que otimiza o tempo total de preparagao para producao e
ocupagdo da maquina. Além disso, o espectro de absor¢do dessas amostras indica a presenca
de particulas menores (pico SPR em menor comprimento de onda) e mais uniformes (menor
largura a meia altura do pico SPR). Esse resultado ¢ um forte indicativo de uma distribui¢ao
mais estreita de tamanho de particula.

Apesar dos resultados de distribui¢do por nimero obtidos por DLS elucidarem a
redug¢do de tamanho de particula das amostras produzidas em 120 e 300 s com relagdo as
amostras produzidas em 60 s, maiores valores de PdI foram observados, devido a
identificagdo de particulas e/ou aglomerados significativamente grandes que influenciaram na
distribui¢do por intensidade. Sabe-se que a técnica de DLS mede o didmetro hidrodindmico
das particulas com base na movimenta¢do browniana. Dessa forma, a técnica nem sempre €
capaz de discriminar particulas em contato préximo, logo, o didmetro reportado pode ser
influenciado pela leitura de aglomerados. Portanto, para melhor entender esses efeitos, essas

nanoparticulas foram selecionadas para uma caracterizagdo fisico-quimica mais aprofundada.
42 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS OTIMIZADAS
4.2.1 Microscopia Eletronica de Transmissao

A morfologia e a distribui¢cdo de tamanho das AuNPs produzidas em 120 e 300 s

foram analisadas por TEM. As Figuras 25 e 26 mostram a morfologia das AuNPs

acompanhadas do histograma de distribui¢do de tamanho correspondente a analise de 400
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particulas, bem como do padrdo de difracdo obtido por SAED onde pode-se observar a
cristalinidade das AuNPs.

De modo geral, as NPs produzidas em dgua deionizada por 120 segundos apresentam
morfologia esférica com um tamanho médio de 20 + 8§ nm, mas também existem algumas
formas irregulares e aglomeradas. Aumentando o tempo do processo para 300 segundos,
confirma-se uma reducdo do tamanho das particulas e uma distribuicdo de tamanho mais
estreita, com um didmetro médio de 15 = 5 nm.

As amostras analisadas se mostraram altamente cristalinas, com os padrdes de
difracdo de SAED condizentes para o ouro metalico. Nas Figuras 25d e 26d estdo indicados
os planos (111), (200), (220) e (311) correspondentes aos anéis circulares caracteristicos da

estrutura cubica de face centrada do ouro (SIERRA et al., 2016).

Figura 25 — a) e b) Micrografias obtidas por TEM; c) histograma de distribui¢do do tamanho;
e d) Padrdo de difrag¢ao obtido por SAED das AuNPs produzidas em 120 s.
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Figura 26 — a) e b) Micrografias obtidas por TEM; c) histograma de distribuicdo do tamanho;

e d) padrao de difracdo obtido por SAED das AuNPs produzidas em 300 s.
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Com o objetivo de reduzir ainda mais o tamanho de particula, foi avaliada a
influéncia de ions Na* no meio liquido da ablagdo. Dessa forma, o0 mesmo processo de LAL
em 120 s foi realizado em uma solugdo aquosa contendo 100 uM de NaCl. O NacCl foi
escolhido como um aditivo redutor de tamanho de particulas devido seu baixo custo, alta
disponibilidade e compatibilidade biologica. A amostra foi nomeada como Au.120 s NaCl
100puM. A Figura 27 apresenta a morfologia, distribuicdo de tamanho e o padrio de difra¢dao
obtido a partir de SAED das AuNPs particulas produzidas. A analise comprova que um efeito
de reducdo de tamanho e de distribui¢do de tamanho de particulas foi obtido quando
comparado as particulas produzidas em agua deionizada na auséncia do sal, pelo mesmo
tempo de processo, alcancando um didmetro médio de 10 = 2 nm. Assim como nas amostras

anteriores, o padrao de difragdo indica a obtengao de AuNPs altamente cristalinas.
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Figura 27 — a) e b) Micrografias obtidas por TEM; ¢) histograma de distribui¢do do tamanho;
e d) padrdo de difragao obtido por SAED das AuNPs produzidas em 120 s na solugdo aquosa
de 100 uM de NaCl.

.u 0...0- . £ . ' .‘. .. -
. % . ® 1 & -
3 : . * 5 ¢ T .'. = |
s ... % . 2 - '.‘ *.‘ . oe* .’ .
o ".. * ®
v oo n e 2 .‘.
&2 e, - o R b+ : -
9 g *
Ly S e -, ‘:f_ . g T
e .g'.?.’ ',‘ ™ : ..b'.‘ - ‘
g »
34 sl . . . 24 sl .
c)
180 Au.120 s NaCl 100 uM

‘Diémetro médio =10 £ 2 nm ‘

150

120

Numero de particulas
©
o
1

@
S
1

w
=]
1

o
|

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Diametro (nm)

=]

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Esse efeito ¢ devido a capacidade do NaCl de reduzir o tamanho das nanoparticulas
j& dentro da fase gasosa da bolha de cavitagcdo. Por meio de andlises pontuais de espalhamento
de raios X de pequeno angulo (SAXS) no interior das bolhas de cavitagdo, Letzel et al. (2017)
concluiram que a interagdo nanoparticula-ion comega nos primeiros microssegundos apds o
impacto do laser no alvo de metal e a redu¢do de tamanho por ions durante o processo de
LAL ¢ baseada em uma reagdo de fase gasosa dentro da bolha de cavitacdo. Entende-se que os
ions estabilizadores penetram a bolha de cavitagdo e afetam a formagdo de particulas recém-
formadas uma vez que entregam cargas superficiais adicionais as particulas e, portanto,
reduzem o grau de aglomeracdo, permitindo a producdo de uma fracdo maior de

nanoparticulas estaveis (LETZEL et al., 2017). Ou seja, o volume de ouro ejetado da
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superficie forma uma maior quantidade de nticleos para geragao de NPs e, consequentemente,

um menor crescimento destas € observado.

4.2.2 Difracao de Raios X

As AuNPs produzidas em agua deionizada e na solu¢do de NaCl 100 uM foram
caracterizadas por difracdo de raios X (XRD) para verificar se houve a formacao de alguma
outra estrutura na dispersao devido a presenca do sal. A Figura 28 apresenta os difratogramas
obtidos, onde observa-se os cinco picos correspondentes as reflexdes de Bragg atribuidas aos

planos hkl (111), (200), (220), (311) e (222) da rede cristalina cubica de face centrada.

Figura 28 — Difratograma de raios X das AuNPs produzidas apenas em H>O e na solugdo

contendo 100 uM de NaCl.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Os picos de difracao estdo localizados em posi¢des consistentes com as esperadas
para o ouro metalico, conforme indicado pelo Powder Diffraction FileTM (PDF®) 00-004-
0784. Esta indicacdo comprova que nenhuma outra estrutura cristalina foi formada e sugere

que as AuNPs produzidas por LAL nao estao oxidadas (BARRY et al., 2014). Além disso, a
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maior intensidade observada no plano (111) indica uma orientagdo de crescimento

preferencial nesse plano conforme observado também pelas andlises de SAED.

4.2.3 Estabilidade dos coloides

As Figuras 29, 30 e 31 apresentam um estudo de estabilidade das dispersdes com
relacdo a sua durabilidade por meio do acompanhamento do espectro de absor¢ao
(absorbancia normalizada com relagdo ao espectro ap6s produgdo) por 3 meses em trés
diferentes condigdes de armazenamento. Observa-se que a condi¢do refrigerada e na auséncia
de luz se mostrou a melhor condig¢do para armazenamento das AuNPs produzidas por LAL, de
modo que os espectros apresentaram nenhuma ou insignificante alteracdo com o tempo,
mantendo a estabilidade do pico de SPR. Esta maior durabilidade estd possivelmente
relacionada a uma diminui¢do do efeito do movimento browniano das particulas nessa
condi¢do avaliada.

A adicdo de uma concentragdo micromolar (100 pM) de NaCl resultou em uma
melhor estabilidade dos coloides com o tempo em todas as condi¢des avaliadas, comprovando
que a concentracao empregada foi ideal para promover estabilizagao eletrostatica das AuNPs,

além de promover o efeito de reducao de tamanho anteriormente discutido.

Figura 29 — Espectros de absor¢ao obtidos para estudo de estabilidade a longo prazo da
dispersdao de AuNPs produzida em dgua deionizada por 120 s a) sob incidéncia de luz a
temperatura ambiente, b) na auséncia de luz a temperatura ambiente e c) na auséncia de luz e

refrigeradas a aprox. 4 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Figura 30 — Espectros de absor¢ao obtidos para estudo de estabilidade a longo prazo da

dispersdo de AuNPs produzida em 4dgua deionizada por 300 s a) sob incidéncia de luz a

temperatura ambiente, b) na auséncia de luz a temperatura ambiente e c¢) na auséncia de luz e
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Figura 31 — Espectros de absor¢ao obtidos para estudo de estabilidade a longo prazo da

dispersdo de AuNPs produzida na solucdo aquosa de 100 uM de NaCl por 120 s a) sob

incidéncia de luz a temperatura ambiente, b) na auséncia de luz a temperatura ambiente e c)

na auséncia de luz e refrigeradas a aprox. 4 °C.
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as particulas com

superficies carregadas sao rodeadas por ions. lons com carga igual sdo repelidos devido a

forca de Coulomb, enquanto ions com carga oposta sdao atraidos (HEINRICH; GOMES,

2014). Dessa forma, pela atragdo das cargas, os contra-ions se ajustam muito préximos a
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superficie das particulas e uma dupla camada elétrica difusa ¢ formada, onde um gradiente de
concentragdo de contra-ions ¢ observado @ medida que se distancia da superficie da particula.
Essa carga ¢ responsavel pelo principio de estabilizacdo eletrostatica das particulas, observado
nas amostras produzidas nesse trabalho, onde uma repulsdo entre as particulas mantém as
mesmas afastadas.

Nessas condi¢des, ao modificar a concentracdo ou a valéncia dos contra-ions, por
exemplo, a espessura da dupla camada elétrica pode ser variada, influenciando na
estabilizacdo das NPs (HEINRICH; GOMES, 2014). Em agua deionizada, as particulas
formadas com superficie parcialmente oxidada, sofrem uma hidroxilagdo seguida de uma
perda de protons que resulta em uma superficie Au-O” (SYLVESTRE et al., 2004). Dessa
forma, as cargas negativas formadoras da dupla camada elétrica, sdo responsaveis pela
estabilizacdo observada nas amostras Au.120 e Au.300, produzidas apenas em agua.

Ao adicionar NaCl, a superficie parcialmente oxidada reage de forma eficiente com
ions CI" disponiveis no meio. Essa reagdo, além de limitar o crescimento das particulas,
favorece a repulsdo eletrostatica, aumentando a carga negativa responsavel pela estabilizacao.
Essa melhora da estabilidade a longo prazo observada para a amostra Au.120 s NaCl 100uM
contraria alguns resultados reportados na literatura, onde uma maior tendéncia a
desestabilizacdo foi observada na presenga de NaCl, quando comparado a ablagdo realizada
apenas em agua (BAE; NAM; PARK, 2002; PROCHAZKA et al., 1997; REHBOCK et al.,
2013).

Merk et al. (2014), no entanto, mostraram que a estabilizacdo de AuNPs sem
ligantes, utilizando ions, ¢ dependente da concentracdo e do tipo de ion utilizado, sendo
diretamente proporcional a polarizabilidade e inversamente proporcional a hidratagdo de
anions. Dessa forma, o CI" proporciona uma estabilizagdo intermediaria, enquanto Br e T’
proporcionam uma forte estabilizacdo. No entanto, um menor didmetro de particula e uma
distribuicao de tamanho mais estreita foi obtida ao utilizar NaCl como aditivo no processo de
LAL, quando comparado a NaBr e Nal, em mesma concentra¢ao (100 uM) (MERK et al.,
2014).

A estabilizagdo coloidal citada pelos autores foi mensurada a partir do indice de
particulas primdrias (PPI — do inglés, primary particle index). Esse indice ¢ utilizado para
avaliar tendéncias de agregacao das particulas, e € calculado a partir do espectro de absor¢ao
da dispersao, sendo a razdo entre a absor¢do em 380 nm e em 800 nm. Dessa forma, quanto

maior o valor do PPI, maior a estabilidade dos coloides, i.e., menor a presenga de particulas
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agregadas. Os autores monitoraram esse indice por 24h e ndo observaram nenhuma alteracao
para dispersdes produzidas em solugdes de NaCl de 3 até 100 uM.

Todavia, para uma melhor compreensdo da estabilidade dos coloides apos a sintese,
o acompanhamento da estabilidade a longo prazo deve ser realizado. Nesta dissertacao, o PPI
pode ser calculado apds a sintese e apos 3 meses, apresentando pouca variagdo, como mostra

a Tabela 7, o que indica que uma boa estabilidade da dispersdo foi atingida.

Tabela 7 — Valores de { ap6s producao e indice de particulas primarias (PPI) ap6s a produgao

e apos 3 meses das amostras armazenadas na auséncia de luz e refrigeradas a aprox. 4 °C.

¢ (mV)* PPI apos a producio PPI apos 3 meses

Au.120 s -32+3 3,850 3,997
Au.300 s -32+2 6,101 6,914
Au.120 s NaCl 100pM -40+1 12,368 12,897

*Média + desvio padrio.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Nota-se que o maior valor de PPI foi obtido para a amostra estabilizada com ions CI,
como esperado pela observagao dos espectros de absor¢do. O valor obtido se mostrou muito
proximo do valor inicial reportado por Merk et al. (2014) para NaCl 100 pM (~10-12) e um
pequeno aumento foi observado apos 3 meses, o que indica que ndo houve a formagao de
agregados com o tempo.

Essa observacao também vai de encontro dos valores de potencial zeta das dispersdes
logo apos as sinteses, reportados na Tabela 7, onde a amostra Au.120 s NaCl 100uM
apresentou um maior valor em moddulo. Portanto, conclui-se que, nas condi¢des utilizadas
nesse trabalho, ocorre uma acumulacdo ou adsorcdo especifica dos anions Cl™ na superficie
das AuNPs que entregam cargas adicionais que contribuem para a estabilizacdo eletrostatica
da dispersdo, aumentando a carga eletrocinética superficial.

O potencial zeta da particula também sofre influéncia do pH do meio. Portanto, a
estabilidade das dispersdes em diferentes valores de pH ¢ um importante aspecto para
definicdo de condi¢des de aplicacdo das nanoparticulas. Em alguns sistemas de diagndstico, a
estabilidade das AuNPs frente a variagdes de pH ¢ explorada como método sensorial, onde
um resultado qualitativo ¢ obtido a partir de alteragdes de cor advindas da aglomeragdo das
nanoparticulas em certas condi¢des (ZHU; XUE; WANG, 2008). Portanto, determinar o

ponto isoelétrico das AuNPs € crucial para compreender condigdes de desestabilizacdo da
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dispersdo. A Figura 32 apresenta o a curva do potencial zeta em fun¢do do pH para as AuNPs
produzidas por 120 s em agua deionizada e na solucdo de NaCl 100 pM. As amostras de
partida possuiam pH em torno de 7-7,5. Os valores do potencial zeta s3o um pouco menores
(em modulo) do que aqueles apresentados na Tabela 7, pois esta analise foi realizada 5 meses

apos a producao das AuNPs.

Figura 32 — Potencial zeta em funcao do pH da dispersao para as AuNPs produzidas

em agua deionizada e na solucao de NaCl 100 uM por 120 s.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Como ja citado anteriormente, consideram-se estaveis os coloides que mostram um
valor de potencial zeta fora do intervalo de -25 a +25 mV, e uma forte aglomeracdo ocorre
quando o potencial zeta aproxima-se ao ponto de carga zero, onde a atracdo entre
nanoparticulas excede as forgas de repulsao (IVANOV, 2011). As AuNPs produzidas na
presenca de NaCl mostraram-se mais estdveis em praticamente todo o intervalo de pH
avaliado (com excecdo do pH 2, onde uma desestabilizacdo total foi observada para ambas as
amostras). Os resultados apontaram que, aproximadamente, abaixo do pH 5 inicia-se um
processo de desestabilizacdo das forcas repulsivas e uma aglomeracao das NPs ¢ evidenciada

pela alteracao da cor de vermelho escuro para roxo/azul. Por outro lado, em meio basico, as
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amostras apresentaram-se estaveis e um aumento da carga negativa da superficie foi
observado, possivelmente atribuido a adsor¢do de ions OH™ advindos da base adicionada na

titulagao (NaOH).

4.2.4 Reprodutibilidade e Produtividade do processo

Com o objetivo de melhor avaliar a reprodutibilidade do processo, novos lotes das
particulas otimizadas foram produzidos e caracterizados seguindo o mesmo procedimento
experimental para cada grupo de amostras. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos por
meio de analises de UV-Vis, DLS e calculo da concentragdo tedrica como média e desvio
padrdo. Os resultados foram comparados através da Andlise de Variancia One-WAY
(ANOVA) seguida pelo teste Tukey, considerando-os estatisticamente diferente quando p <

0,05.

Tabela 8 — Reprodutibilidade do processo considerando resultados de analises de UV-Vis,
DLS e concentracdo tedrica de diferentes lotes de producao das AuNPs nos parametros

otimizados (Au.120 s, Au.300 s e Au.120 s NaCl 100 uM).

SPR Diametro Concentra-
(nm) médio Pdl C(mV) c¢ao teodrica
(nm) (mg/mL)
Au.120 s* 521 +1 21+7 0,42+0,04 -35+£6 0,12+0,02
Au.300 s* 522+£3 179 0,4+0,1 366  0,25+0,03

Au.120 s NaCl 100 pM** 520+ 1 18 +£2 0,32+0,03 -41+5 0,16+0,02

*Média + desvio padrao de n=10; ** Média + desvio padrao de n=5;

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Todas as amostras apresentaram boa reprodutividade com relagdo ao pico de SPR.
Todos os resultados ficaram em torno de 520 nm, como esperado para AuNPs na faixa de
tamanho de particula obtida, portanto, nenhuma diferenga significativa foi observada entre as
amostras. O diametro médio das particulas obtido por DLS apresentou alta variabilidade para
as amostras Au.120 s e Au.300 s, i.e., aquelas produzidas apenas em agua. Devido essa alta
variabilidade, ndo foi possivel observar uma diferenca significativa entre os valores de
diametro. Assim como o didmetro, o PdI também ¢ obtido por DLS, e nesse caso observa-se

uma redugdo significativa (p < 0,05) para amostras produzidas na presenca de NaCl, como
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esperado. J& os valores de potencial zeta ndo apresentaram diferenca significativa entre as
amostras, estando todas as médias acima de 35 mV em moddulo, indicando uma boa
estabilidade eletrostatica. Por fim, analisando a concentracao teorica, as amostras produzidas
em 120 s, tanto em dagua quanto na presenca de NaCl, ndo apresentaram diferenca
significativa, somente quando comparadas com as amostras produzidas por 300 s, onde a
concentragcdo de AuNPs quase dobrou.

Analisando os valores de desvio padrdo, observa-se que a reprodutibilidade do
processo se mostrou promissora com relagdo aos aspectos relacionados ao espectro UV-vis de
absorcdo e concentracdo. O potencial zeta se mostrou razoavelmente reprodutivel, no entanto,
os parametros obtidos por DLS como didmetro de particula e Pdl apontaram uma
variabilidade maior entre lotes.

As principais fontes de variacdo podem estar relacionadas a propria complexidade
mecanismo de sintese, principalmente por envolver altas temperaturas no plasma e agitagao
do meio liquido que pode gerar alteragdes na espessura de liquido acima do alvo, afetando
diretamente a energia que chega no mesmo. Além disso, a instabilidade do sistema laser e a
falta de monitoramento continuo das condicdes reais da energia do feixe geram certa incerteza
nos parametros de entrada. No entanto, a andlise de DLS por si s6 pode apresentar certa
variabilidade entre as medidas, devido a alta sensibilidade da andlise com relacdo ao seu
principio de leitura. A ocorréncia de qualquer sedimentacdo, a presenca de impurezas do
ambiente, como particulas do ar, e amostras mais polidispersas tendem a afetar a leitura,
aumentando os erros na analise.

De modo geral, a andlise da reprodutibilidade do processo considerando a
variabilidade de diferentes lotes de producgdo, apontou que a adicdo de NaCl resultou em
amostras mais reprodutiveis fornecendo dados mais consistentes € um menor desvio padrao
entre as amostras. Observa-se também que os resultados de DLS (18 = 2 nm) indicaram um
diametro de particula maior do que aquele observado anteriormente por TEM (10 + 2 nm).
Essa diferenca pode estar associada a presenga dos ions CI" ao redor da particula, que
proporcionam um aumento do didmetro hidrodindmico da particula, ja que se movimentam no
meio junto com a particula. Alternativamente, pode estar relacionado a um problema de
resolucdo técnica da analise, que nao discrimina particulas em contato préximo, de modo que
¢ muito comum observar maiores valores de diametro por DLS quando comparado a técnicas

de microscopia (RESTREPO, 2015).
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4.2.4.1 Espectrometria de Absor¢do atomica

Para uma andlise mais criteriosa da concentragdo de ouro nas dispersdes produzidas,
5 amostras foram selecionadas para quantificagdo por meio de espectroscopia de absor¢ado
atomica (AAS). A Figura 33 apresenta os resultados da concentracdo em mg/mL comparados
aos valores de concentracdo teorica calculados para as respectivas amostras analisadas. O

valor médio da concentragdo ¢ apresentado ao lado de cada barra.

Figura 33 — Grafico da concentragdo das AuNPs obtida por AAS (barra cinza claro) versus

concentragdo teorica (barra cinza escuro). n=5.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

De modo geral, a concentracdo experimental obtida por AAS se mostrou superior
aquela tedrica calculada com base na diferenca de massa do alvo. Essa diferenca pode estar
associada a precisdo da balanca analitica utilizada ou ainda a possiveis efeitos de oxidacdo da
superficie do alvo, levando a um ganho de massa. No entanto, a mesma tendéncia foi
observada com os dois métodos.

Devido a maior precisdo dos resultados obtidos por AAS, eles foram utilizados para
o calculo da produtividade do processo considerando as trés condi¢des otimizadas. A
produtividade alcangada para a as amostras produzidas apenas em agua por 120 s e 300 s
foram proximas, sendo 64,8 mg/h e 63,3 mg/h, respectivamente. A amostra produzida na

solugdo de NaCl alcangou uma maior produtividade, chegando a um valor de 99,9 mg/h.
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Esse aumento da produtividade também foi observado por Prochazka et al. (1997)
onde a presenca de ions Cl" no meio liquido ocasionou um aumento da eficiéncia do processo
de ablagao para producdo de NPs de prata quando comparado ao processo realizado apenas
em agua. Considerando que o ion CI age ja dentro da fase gasosa da bolha de cavitagao
induzida pelo laser, ocorre uma interacdo com a massa de Au recém ablacionada que leva a
formagao e estabilizagdo de uma maior quantidade de NPs em tamanhos menores (LETZEL et
al., 2017, 2019). Portanto, entende-se que a presenga de NaCl acelera a formagdo de AuNPs,
maximizando a quantidade de atomos de ouro liberados do alvo que sdo utilizados para a
formag¢do de NPs e, consequentemente, minimiza-se o efeito de deposicao de particulas
novamente na superficie do alvo durante o colapso da bolha de cavitagdo (DE GIACOMO et
al.,2013).

Comparando esses valores com as produtividades encontradas na literatura
reportadas anteriormente na Tabela 1, conclui-se que os valores alcangados nesse trabalho se
mostraram promissores, considerando o sistema a laser utilizado, i.e., uma maquina
convencional de laser pulsado em nanosegundos economicamente mais acessivel, como
discutido anteriormente (se¢do 3.2.1). E importante ressaltar que nesse trabalho foram
priorizados curtos tempos de processo, de modo a otimizar o tempo total de uso e ocupagao
do equipamento. Percebe-se que, na literatura, concentracdoes semelhantes de AuNPs foram
alcancadas, porém ¢ comum observar tempos de processamento muito maiores, de dezenas de
minutos (BARRY et al., 2014; KUCHERIK et al., 2017, SOBHAN; WITHFORD; GOLDYS,
2010; VINOD; JAYASREE; GOPCHANDRAN, 2017).

Entende-se que a produtividade desse método de fabricagdo de NPs ¢ ainda uma
barreira a ser superada. O processo de LAL tem grande potencial para se tornar mais
econdmico que as rotas quimicas de sintese, no entanto, somente quando uma produtividade

na ordem de g/h for atingida (JENDRZE]J et al., 2017).
43  APLICACAO DAS AuNPs EM SENSORES ELETROQUIMICOS
4.3.1 Comportamento eletroquimico do sensor modificado com AulNPs
Devido a maior estabilidade, reprodutibilidade e menor tamanho de particula, as

AuNPs produzidas em solucdo aquosa de NaCl 100 uM foram selecionadas para avalia¢do do

seu potencial de aplicacdo em sensores eletroquimicos. Dessa forma, avaliou-se, pela primeira
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vez, o desempenho de AuNPs produzidas por LAL estabilizadas com NaCl como agentes
modificadores de eletrodos de carbono vitreo para determinagdo da dopamina.

A Figura 34 traz os voltamogramas ciclicos obtidos para a dopamina (DA) 70 uM
em eletrolito de suporte PBS 0,01 M (pH 7.,4) utilizando o eletrodo de carbono vitreo sem
modificacdo  (GCE), e os modificados (GCE/Nafion, = GCE/AuNPs/Nafion,
GCE/AuNPs.QMC1/Nafion ¢ GCE/AuNPs.QMC2/Nafion). A leitura do branco, i.e., na

auséncia de DA, relativo ao eletrodo modificado GCE/AuNPs/Nafion também ¢ apresentada.

Figura 34 — a) Voltamogramas ciclicos para DA 70 uM em solu¢ao tampao PBS 0,01 M (pH
7,4) para o0 GCE, GCE/Nafion, GCE/AuNPs/Nafion, GCE/AuNPs.QMC1/Nafion e
GCE/AuNPs.QMC2/Nafion. v =50 mV/s.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para todos os eletrodos, os voltamogramas apresentam picos anodicos e catodicos
relativos a oxidag¢do quase-reversivel da dopamina para dopamina quinona, a qual ¢ reduzida
na varredura reversa (CHUMILLAS et al., 2013). O eletrodo sem modificagdo apresentou
sinais caracteristicos da dopamina, porém em uma baixa corrente de oxidagdo (i, = 1,61 +
0,04 nA) e reducado (i, = -0,72 £ 0,01 pA). Um aumento da intensidade de pico de ambas as
correntes de oxidacdo (i, = 2,72 £ 0,03 pA) e redugdo (ip = -2,01 £ 0,01 pA) pode ser

observado para o eletrodo modificado com o polimero Nafion. Isso ocorre pois o Nafion ¢ um
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polimero de troca catidnica e, portanto, forma uma membrana seletiva a cétions, capaz de
evitar a aproximacdo de anions na interface eletrodo/eletrolito. Essa caracteristica ¢
extremamente interessante para determinacao da DA, visto que esta geralmente existe na
forma catidnica em pH fisioldgico, e espécies anidnicas de interferentes, tais como o acido
ascorbico e o acido urico, podem ser fortemente repelidas da superficie do eletrodo (JANG et
al., 2019), melhorando a seletividade do sensor.

Ja para o eletrodo modificado com as AuNPs produzidas por LAL, percebe-se um
significativo aumento da intensidade das correntes, tanto de oxidacdo (i, = 4,67 = 0,06 pA),
quanto de reducdo (i, =-4,30 £ 0,02 pA), em comparagdo com os demais, comprovando que a
presenca dessas AuNPs na superficie do eletrodo aumenta os sitios ativos disponiveis para a
reacdo, beneficiando a transferéncia eletronica. Nota-se também um deslocamento do pico de
oxidagdo para potenciais mais baixos, indicando que tais AuNPs contribuem para
eletrocatalise da reacdo redox. Além disso, um perfil voltamétrico mais definido foi obtido
com o eletrodo modificado, o que contribui para uma melhor seletividade analitica do sensor.

Analisando comparativamente o desempenho do eletrodo modificado com as AuNPs
produzidas por LAL e dos eletrodos modificados com AuNPs produzidas via rota quimica de
sintese, percebe-se uma significativa queda de corrente para os sensores contendo essas
ultimas nanoparticulas, além de um deslocamento do pico de oxidacdo para potenciais mais
altos, apresentando, portanto, um menor efeito eletrocatalitico. As AuNPs estabilizadas em
citrato (GCE/AuNPs.QMC1/Nafion) apresentaram corrente de pico de 3,15 + 0,11 pA para
oxidagdo e -1,94 + 0,2 pA para redugdo. Ja as AuNPs estabilizadas em cloreto de 3-n-propil-
(4-metilpiridinio)silsesquioxano  (GCE/AuNPs.QMC2/Nafion), mesmo possuindo um
diametro significativamente menor (5 nm, medido por TEM), o que impacta em um aumento
na sua area superficial especifica, apresentaram valores de corrente de pico ainda menores,
sendo 1,94 + 0,04 pA para oxidagdo e -0,75 £ 0,03 pA para reducdo. Esse resultado ¢
possivelmente devido ao fato de que o estabilizante utilizado nessa sintese possui uma
molécula ainda maior que o anterior (citrato), ocupando mais sitios ativos da superficie e
influenciando ainda mais na transferéncia eletronica.

Tais resultados corroboram com a hipdtese levantada de que AuNPs produzidas por
LAL possuem mais sitios ativos para processo de eletrocatélise/eletroxida¢do devido a

auséncia de moléculas de estabilizantes na sua superficie.
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4.3.2 Efeito do pH

Um estudo de variagao do pH do eletrélito de suporte foi conduzido com o objetivo
de compreender o mecanismo da reagao da DA sobre o sensor GCE/AuNPs/Nafion. A Figura
35 apresenta os voltamogramas obtidos para DA 70 uM em tampao PBS (pH de 3, 4, 5, 6, 7,4
e 8). E possivel observar que o pico de oxidagdo se desloca para menores potenciais com o
aumento do pH, indicando que prétons participam da reagao eletroquimica.

A Figura 35 mostra a correlagdao entre a variagao do pH e os valores de potenciais
(Ep) e corrente de pico (ip), anddicos e catddicos, obtidos. Nota-se que o maior valor da
corrente de oxidacdo se da em pH 7,4 sendo esta, uma caracteristica bastante positiva do

sensor visto que 7,4 ¢ o pH tipico de amostras biologicas em condig¢des fisioldgicas normais.

Figura 35 — a) Voltamogramas ciclicos para DA 70 uM em PBS 0,01 M (pH 3,4, 5,6, 7,4 ¢
8) utilizando o eletrodo GCE/AuNPs/Nafion. v =50 mV/s. b) correlagdo entre a variagdo do

pH e os valores de E;, e i, anddico e catodico (n = 3).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A variagdo do potencial anddico e catdodico com o pH apresentou um comportamento
linear, com coeficiente angular de -0,0557 V/pH (R? = 0,9843) e -0,0554 V/pH (R? = 0,9746),
respectivamente. Conforme mostra a Equacao (9), a inclinacao dessa reta € relacionada com o
valor teorico de -0,0592 V/pH proveniente da equacao de Nernst, indicando que um niimero

igual de mols de elétrons () e prétons (m) estdo envolvidos em ambas as reagdes de oxidagao
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e reducdo, sendo este um mecanismo ja reportado por outros autores (CHUMILLAS et al.,

2013; JANG et al., 2019; Ll et al., 2021).

. 0,0592m
coeficiente angular = B 9
N .om 0,0557  094~1 N d_m_ 0,0554 C 094~1
a oxi.: —0,0593 , ared.— = —0,0593 ,

4.3.3 Efeito da velocidade de varredura

O estudo da variacdo da velocidade de varredura permite compreender aspectos
cruciais do mecanismo da reacao e funcionamento do sensor, além de permitir identificar a
melhor condigao de leitura para determinagao da DA.

A Figura 36 apresenta os voltamogramas ciclicos para a DA 70 uM em PBS 0,01 M
(pH 7,4) utilizando o eletrodo GCE/AuNPs/Nafion variando a velocidades de varredura de 50
a 200 mV/s. Nota-se que na medida em que a velocidade aumenta, maiores valores de
corrente anddica e catddica sdo alcangados. No entanto, o perfil torna-se gradualmente menos

definido, com o alargamento dos picos de corrente de oxidagado e reducao.

Figura 36 — a) Voltamogramas ciclicos para DA 70 pM em PBS 0,01 M (pH 7,4) utilizando o

eletrodo GCE/AuNPs/Nafion em diferentes velocidades de varredura.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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A correlagdo entre o logaritmo da corrente de pico (log ip) e o logaritmo da
velocidade de varredura (log v) obtidos pelo estudo de variagdo da velocidade de varredura
esta reportada na Figura 37a. Segundo a literatura, quando o coeficiente angular dessa reta se
aproxima de 0,5, tem-se um processo controlado por difusdo, por outro lado, quando o
coeficiente angular se aproxima de 1, tem-se um processo controlado por adsor¢ao (GOSSER,
1993). A regressao linear obtida na reducao (R* = 0,9892) apresentou coeficiente angular
igual a -0,81275, j4 na regressao linear da oxidacdo (R? = 0,98744), o coeficiente angular
obtido foi de 0,65962. Dessa forma, percebe-se que, enquanto o processo de oxidagdo ¢
majoritariamente difusional, o processo de reducdo apresenta uma maior contribui¢ao

adsortiva.

Figura 37 — Correlagao entre a) log ipe log v e b) E; vs. log v, obtidas a partir do estudo de

varia¢ao da velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A Figura 37b mostra que a variagdo dos valores de E, com log v apresentaram um
comportamento linear, tanto nos picos anddicos, quanto catddicos. O coeficiente angular
obtido nas retas foi utilizando na equacdo de Laviron (LAVIRON, 1979) (detalhes do calculo
do APENDICE B) para calculo do nimero de mols de elétrons envolvidos (n) nas reagdes. Os
resultados apontam que o nimero de mols de elétrons transferidos entre a DA e o sensor
GCE/AuNPs/Nafion desenvolvido ¢ igual a 2,3 (oxidacdo) e 1,9 (reducao), valores estes que
podem ser aproximados a 2. Dessa forma, conclui-se que houve o envolvimento 2 mols de

elétrons para 2 mol de protons nas reagdes, corroborando com a razdo encontrada
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anteriormente no estudo de pH e com o mecanismo reportado por diversos autores na
literatura e apresentado na Figura 38 (CHUMILLAS et al., 2013; JANG et al., 2019; Ll et al.,
2021).

Figura 38 — Mecanismo de oxida¢do da dopamina.

HO:O/—\/NHz 2H", 2¢” OD/\/NHz
HO 9)

Fonte: Adaptado de (JANG et al., 2019).

Por fim, esse estudo permitiu selecionar a velocidade de varredura mais apropriada
para quantificagcdo da DA. A velocidade de 100 mV/s foi selecionada por apresentar um
aumento significativo da corrente e manter a defini¢do do perfil, sem um alargamento

consideravel do pico, além de possibilitar a aquisi¢ao mais rapida do resultado.
4.3.4 Construgio da curva de calibraciao externa para a dopamina

Com o intuito de avaliar a capacidade de atuacdo do eletrodo modificado
GCE/AuNPs/Nafion desenvolvido nesse trabalho como um sensor eletroquimico para
determinagdo da DA, varreduras de potencial foram realizadas em diferentes concentragdes
do analito onde um aumento proporcional da corrente de pico pode ser observado a medida
em que a concentracao de DA na célula aumentava. A Figura 39 apresenta os voltamogramas

ciclicos para as diferentes concentragdes de DA.
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Figura 39 — Voltamogramas ciclicos para diferentes concentragdes de DA em PBS 0,01 M
(pH 7.,4) utilizando o eletrodo GCE/AuNPs/Nafion. v =100 mV/s. a) branco; b) 2,8; c¢) 4,2; d)
5,6;¢e)7; 1) 8,4; g)9,8;h) 11,2;1) 12,65 ) 14; k) 20,9; 1) 27,9; m) 34,8; n) 48,7; 0) 69,3 uM.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A partir dos voltamogramas obtidos, uma curva de calibragdo (n=3) podde ser
construida relacionando os valores de corrente de pico associados a oxidagdo da DA com a
concentracdo deste analito, apresentada na Figura 40a. Do mesmo modo, uma curva de
calibragcdo (n=3) pode ser construida com base no sinal de redu¢do, apresentada na Figura
40b.

Para ambos os sinais, de oxidagdo e redugdo, pode-se observar que o sensor aqui
desenvolvido apresenta duas regides lineares de determinagdo, sendo capaz de quantificar
baixas concentragdes de DA (< 10 pM) mais proximas a concentragdo de dopamina no
organismo humano, até concentracdes maiores (10 uM < [DA] < 70 uM) como aquelas

encontradas em farmacos.
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Figura 40 — Curvas de calibracdo externa para DA (n=3) a) sinal anddico e b) sinal catédico
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A partir do primeiro trecho linear das curvas de calibragdo, pode-se calcular o limite
de deteccao (do inglés, limit of detection — LoD) que representa a mais baixa concentragdo em
que a substancia pode ser detectada pelo sensor, assim como o limite de quantificagdo (do
inglés, limit of quantitation — LoQ) que, por sua vez, representa a mais baixa concentragao em
que a substancia pode ser quantificada. Estes parametros foram calculados utilizando as

seguintes expressoes (SANTANA, 2017):

SD SD
LoD = 3,3 — LoQ = 10 —
a a

Onde SD corresponde ao desvio padrao do coeficiente linear da reta e a se refere ao
coeficiente angular da reta. Para a curva anddica, os valores obtidos para LoD e LoQ foram
0,77 uM e 2,3 uM, respectivamente. Ja para a curva catddica, o LoD e o LoQ alcangados
foram de 1,08 uM e 3,4 uM, respectivamente. Portanto, ambos os sinais podem ser utilizados
para o desenvolvimento de um sensor, sendo que uma maior sensibilidade foi alcancada
considerando o sinal de oxida¢do da dopamina.

Os resultados obtidos mostraram-se promissores quando comparado aos valores
reportados na literatura apresentados na Tabela 2. Importante destacar que a voltametria

ciclica ¢ a técnica mais comum para estudos iniciais de um sensor eletroquimico, no entanto ¢
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faSR]

um modo de varredura de potencial relativamente menos sensivel quando comparado

faSR]

voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés differential pulse voltammetry) e
voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés square wave voltammetry) que trabalham com
o aumento progressivo de pulsos de potencial. Nos trabalhos reportados na Tabela 2, esses
dois ultimos modos citados sdo aplicados, contribuindo, portanto, para uma melhora nos
limites de detec¢ao alcancados. Dessa forma, entende-se que os resultados alcangados pelo
sensor desenvolvido neste trabalho podem ser aprimorados por meio de uma otimizacao da
técnica eletroanalitica de determinagdo, explorando parametros de leitura que resultem em
maiores valores de corrente e, consequentemente, sensibilidade, melhorando inclusive o LoD
e o LoQ.

Por ultimo, avaliou-se a estabilidade do sensor desenvolvido com relacao ao nimero
de leituras que o eletrodo suporta sem apresentar lixiviagdo das AuNPs depositadas ou
significativa saturagdo da superficie e/ou redugdo de desempenho. Apos 20 ciclos sequenciais
de leitura, uma queda de apenas 4,5% e um aumento de 10% no valor da corrente de pico e
potencial anodico foram apresentados, respectivamente.

Portanto, os resultados alcangados demostram que as AuNPs produzidas por ablacao
a laser em solucdo de aquosa de NaCl 100 uM apresentam potencial como particulas
modificadoras de eletrodos para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos para
determinagdo de dopamina, contribuindo com a transferéncia eletronica de maneira mais

efetiva do que AuNPs produzidas por rotas quimicas de sintese.
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5 CONCLUSAO

Os resultados alcancados nesse trabalho de mestrado demonstram o potencial da
técnica de ablagcdo a laser em meio liquido para produgdo de nanomateriais utilizando um
sistema a laser comercial que é convencionalmente utilizado para marcagao e texturizagao de
superficies. Em atendimento ao objetivo geral desta pesquisa, nanoparticulas de ouro de alta
pureza foram produzidas em meio aquoso utilizando um laser de fibra de alta frequéncia
pulsado em nanosegundos na auséncia de ligantes e estabilizantes.

Os experimentos de produgdo de nanoparticulas realizados, permitiram compreender
as influéncias de parametros intrinsecos (largura de pulso, frequéncia e poténcia) e extrinsecos
(velocidade de varredura e tempo de ablagdo) do laser na concentragdo e polidispersividade
das dispersdes obtidas. Os resultados apontaram que o uso de altos valores de frequéncia do
laser se mostrou favoravel para obtencdo de coloides mais monodispersos, favorecendo um
efeito de fragmentacdo das particulas. Também foi observado que o efeito de fragmentagao se
torna mais evidente com o uso de alta velocidade de varredura do laser e maiores tempo de
processo devido ao aumento da interagdo das particulas formadas com o feixe laser. A analise
por TEM das amostras comprovou a morfologia esférica com um didmetro médio de 20 + 8
nm para AuNPs produzidas em 4gua deionizada por 120 segundos e 15 = 5 nm para AuNPs
produzidas em 300 segundos, atendendo ao objetivo desse trabalho de obter AuNPs esféricas,
com diametros < 100 nm e estreita distribui¢do de tamanho.

Os resultados permitiram concluir também que a utilizagdo de NaCl (100 pM) no meio
aquoso da ablagdo melhora significativamente as propriedades das AuNPs produzidas,
obtendo particulas mais estaveis, monodispersas € alcangando um didmetro médio de 10 + 2
nm. Além disso, a reprodutibilidade e a produtividade do processo foram melhoradas,
chegando a 99,9 mg/h.

Por fim, a aplicacdo das AuNPs produzidas na solu¢do aquosa contendo 100 uM de
NaCl em um sensor eletroquimico para determinacdo da dopamina, se mostrou bastante
promissora, alcangcando valores de LoD = 0,77 uM e LoQ = 2,3 uM, considerando-se o sinal
de oxidacdo, e LoD = 1,08 uM e LoQ = 3,4 uM, considerando-se o sinal de redugdo. O
desempenho dos eletrodos modificados com AuNPs produzidas por ablagdo se mostrou
superior ao de eletrodos modificados por AuNPs produzidas por rota quimica. Esse resultado

corrobora com a hipotese levantada de que AuNPs produzidas por LAL possuem mais sitios
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ativos para processo de eletrocatalise/eletroxida¢do devido a auséncia de moléculas de
estabilizantes na sua superficie.

Conclui-se, portanto, que a ablagdo a laser em meio liquido ¢ um processo limpo e
promissor para produ¢do de AuNPs livres de ligantes, sendo este, um aspecto de interesse
para aplicacdes eletroquimicas. Nesse sentido, esfor¢os devem ser mantidos para um
refinamento do controle da técnica com relacdo a reprodutibilidade das particulas obtidas,
partindo de um monitoramento mais rigoroso das condi¢des e estabilidade da fonte laser
utilizada. Tais avancos podem estar diretamente relacionados com o desenvolvimento de
sensores eletroquimicos mais sensiveis e seletivos, tendo visto que superficies de alta pureza

favorecem o acesso dos reagentes aos sitios ativos de NPs metalicas.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados alcangados nesse trabalho de mestrado abrem portas para o
desenvolvimento de uma nova linha de pesquisa no grupo, como ja em andamento, por meio
de bolsas de iniciacdo cientifica com pesquisa focada na producdo de AuNPs por LAL
utilizando diferentes meios liquidos e na producdo de nanocompoésitos de AuNPs com
Grafeno e seus derivados. Ainda nessa tematica, o potencial de produgdo desse
nanocompositos in situ foi validado por meio de um projeto com apoio do CNPq em parceria
com a startup Nanogreen. Nesse projeto, os nanocompositos AuNps/GO foram aplicados em
sistemas eletrocataliticos para catdlise do glicerol e aplicagdo em células a combustivel,
mostrando mais um potencial de aplicacdo. Dessa forma, as linhas de pesquisas originarias
desse trabalho sdo diversas e apontam como sugestdes de trabalhos futuros:

e Realizagcdo de estudos de variacdo da sobreposicao de pulsos de um nivel baixo até
um nivel alto, avaliando de maneira isolada os efeitos de absor¢do do feixe laser pelo

plasma e bolha de cavitagdo no tamanho de particula, polidispersividade e

produtividade do processo - quando houver disponibilidade de uma maquina para tal

(uma vez que a fonte laser utilizada nessa pesquisa encontra-se inoperante desde

margo de 2021);

e Estudar a possibilidade do emprego de lasers continuos, disponiveis na estrutura dos
laboratorios parceiros, para producao de nanomateriais;
e Avaliar o potencial de produgdo de nanocompoésitos AuNPs/GO em lasers de alta

poténcia também disponiveis na estrutura dos laboratorios parceiros;
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e Avaliar a citotoxicidade das AuNPs produzidas por LAL comparadas com AuNPs
obtidas por rota quimica para explorar o potencial de desenvolvimento de
biomateriais. Segundo CRACIUN et al., (2017), biovidros contendo AuNPs
apresentam oOtima proliferagdo de células como queratinécitos;

e Explorar novas formas de imobilizacdo das AuNPs no GCE e avaliar o desempenho
do sensor frente a outros analitos e interferentes;

e Desenvolver um método eletroanalitico para quantificagao da dopamina em amostras
reais tais como urina, soro sanguineo e saliva, utilizando eletrodos modificados com

AuNPs produzidas por LAL.
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APENDICE A — Tratamentos dos dados no Software Statistica

Na 4rea industrial, projetos de experimentos do tipo 2¥ nio replicados tém grande
aceitagdo por apresentarem custo relativamente baixo, sendo muito utilizados como ponto de
partida de estudos mais detalhados (MATTOS; BARBETTA; SAMOHYL, 2002).

No entanto, em planejamentos experimentais do tipo 2 sem réplicas tem-se um
modelo saturado, onde ndo restam graus de liberdade para obter uma estimativa pura da
variancia do erro. Dessa forma, para estimar a significancia dos efeitos com base em um nivel
de confianca se utiliza o principio da esparsidade dos efeitos (MONTGOMERY, D. C.;
RUNGER, 2009).

Nesse caso, para obter uma estimativa de variancia do erro, geralmente, abandona-se
os termos de maior ordem do modelo. No entanto, a decisao sobre quais termos abandonar
pode ser dada pela disposicdo dos termos em grafico Half-Normal. “Aqueles efeitos com
estimativas mais proximas de zero sdo os candidatos naturais para serem abandonados”
(ZEVIANI; MAYER, 2019).

Dessa forma, o grafico Half-Normal foi plotado considerando todos os efeitos
primarios, interagdes de segunda e terceira ordem, onde pode-se identificar o efeito de menos
influencia no modelo. Para ambos os casos, concentragao (Figura 41) e PdI (Figura 42), o
efeito de menor influéncia, com valor proximos e zero foi desconsiderado, dando grau de
liberdade par estimativa da significancia dos demais efeitos. A aplicacdo desse modelo de
reducdo de coeficiente de regressdao se mostrou apropriada para estas analises, alcangando
bons valores de R? e R ajustado, como apresentado nas tabelas ANOVA para concentragao

(Tabela 9) e PdI (Tabela 10).



Probability Plot; Var.:Concentragao; R-sqr=1,
2**(3-0) design
DV: Concentracao

Figura 41 — Half-Normal plot da varidvel resposta concentracao teorica.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Tabela 9 — ANOVA para Concentracdo teorica identificando (em vermelho) as varidveis que

foram significativas no experimento (p<0,05) apos reducdo do coeficiente de regressao L (R?

=,99992; Adj:,99943).

Fator SS df MS F p
F 0,003570 1 0,003570 | 3173,444 [0,011300
P 0,003916 1 0,003916 | 3481,000 [0,010789
L:F 0,005050 1 0,005050 | 4489,000 |0,009501
L:P 0,000120 1 0,000120 106,778 |[0,061417
F:P 0,000780 1 0,000780 693,444 | 0,024164
L:F:P 0,000406 1 0,000406 361,000 |0,033475
Error 0,000001 1 0,000001
Total SS | 0,013844 7

Fonte: Elaborada pela autora (2021).



Expected Half-Normal Values (Half-Normal Plot)

Figura 42 - Half-Normal plot da varidvel resposta PdI.

Probability Plot; Var.:Pdl; R-sqr=1,
2**(3-0) design
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Tabela 10 — ANOVA para PdI identificando (em vermelho) as variaveis que foram

significativas no experimento (p<0,05) apds reducao do coeficiente de regressao F:P (R?

=,99997; Adj:,99982).

Fator SS df MS F p
L 0,016745 1 0,016745 8372,25 |0,006957
F 0,040613 1 0,040613 | 20306,25 |0,004467
P 0,000085 1 0,000085 42,25 0,097180
L:F 0,000722 1 0,000722 361,00 |0,033475
L:P 0,002738 1 0,002738 1369,00 |[0,017202
L:F:P 0,016381 1 0,016381 8190,25 |0,007034
Error 0,000002 1 0,000002
Total SS | 0,077284 7

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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APENDICE B — Niimero de mols de elétrons envolvidos segundo equacio de Laviron

De acordo com a equagdo de Laviron a relacdo entre o E, e log v pode ser expressa

da seguinte forma:

2,303 RT RTk® 2,303 RT
=+ (S ) 109 () +

E
anF

p )logv

anF anF

Onde E° ¢ o potencial redox formal; k® ¢ a constante de velocidade heterogénea da
reacgao; o ¢ o coeficiente de transferéncia de elétrons (neste caso atribuido como 0,5 (BARD e
FAULKNER, 2001)); n ¢ o nimero de mol de elétrons transferidos no processo; R ¢ a
constante dos gases ideais (8,314 J mol™! K™!); T a temperatura (298 K) e F a constante de
Faraday (96485 C mol ™).

Dessa forma, percebe-se que a equagao respeita uma regressao linear com coeficiente
angular equivalente a 2,303RT/anF. Portanto, igualando esse termo da regressdo com os

coeficientes angulares obtidos experimentalmente:

Para oxidagao:

(2,303 RT

= 151
anF ) 0,0515

(2,303 (8,314 - 298)

05 n-96485 ) = 0,05151

~ (0,1182744308>
"=\ 005151

n=23~2

Para reducao:

~ (0,1182744308>
n= 0,0627

n=19~2
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