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Resumo

Neste trabalho produzimos nanoparticulas através da ablagdo a laser de um alvo
de bismuto imerso em 4gua e em acetona. As amostras foram caracterizadas através
de diversas técnicas: Espectroscopia UV /Vis, Espalhamento Dindmico de Luz, Micros-
copia Eletronica de Transmissao, Espectroscopia de Fotoelétrons excitados por Raios
X, Difragdo de Raios X e Fotoluminescéncia. As nanoparticulas produzidas em dgua
sdo metalicas, mas com oxidac¢ao na superficie, pico de absor¢ao em 257 nm devido a
ressonancia de plasmons de superficie e exibem um intenso pico de luminescéncia em
414nm. Foi estudada a interagdo desta amostra com diferentes aminodcidos, o que
revelou uma sensibilidade seletiva a cisteina. Constatamos o potencial das nanoparticu-
las produzidas na determinagdo da concentragdo de cisteina na faixa de 80 a 720 uM.
Através de medidas de ressoniancia magnética nuclear, elucidamos o mecanismo de inter-
acao da cisteina com as nanoparticulas: ocorre a dimerizagao da cisteina em cistina que,
provavelmente, é complexada a superficie da nanoparticula por interacoes eletrostaticas,

o que provoca a modificacdo do espectro de absor¢ao das nanoparticulas.

Palavras-chave: nanoparticulas, bismuto, ablacao.



Abstract

In the present work we produced nanoparticles by the laser ablation of a bismuth
target immersed in water and in acetone. The samples were characterized by various
techniques: UV /Vis spectroscopy, Dynamic Light Scattering, Transmission Electron Mi-
croscopy, X-ray Photoelectron Spectroscopy, X-Ray Diffraction and Photoluminescence.
The nanoparticles produced in water are metallic, with oxidation on its surface, absorp-
tion peak at 257 nm due to the surface plasmon resonance and an intense luminescence
peak at 414nm. The interaction between various amino acids with the nanoparticles
was studied revealing a selective sensibility to cysteine. We verified the potential of the
produced nanoparticles to the determination of the cysteine concentration ranging from
80 to 720 pM. Through the nuclear magnetic resonance we understood the interaction
mechanism between the cysteine and the nanoparticles: occurs a dimerization of the cys-
teine to cystine that probably is complexed to the nanoparticle surface by electrostatic

interactions, which leads to the modification of the nanoparticles absorption spectrum.

Keywords: nanoparticles, bismuth, ablation.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Nanoparticulas

Materiais nanoestruturados atraem grande interesse cientifico pois representam um elo
entre as estruturas bulk e os dtomos. Suas propriedades fisicas dependem fortemente
de tamanho e formato, o que atribui a estas estruturas grande potencial para aplicagdao
nas mais diversas dreas da ciéncia e tecnologia [1].

As nanoparticulas (NPs) tém sido exploradas pela humanidade hé vérios séculos.
Registros indicam que no século IX, na Mesopotamia, artesdos ja as utilizavam para
realizar pinturas e obter um efeito de brilho [2]. Estas e outras propriedades 6pticas das
nanoparticulas se devem a fendmenos como o confinamento quéntico e a ressonancia
de plasmons de superficie (SPR, Surface Plasmon Resonance).

O confinamento quantico surge quando pelo menos uma das dimensoes do material
se aproxima do comprimento de onda de seus elétrons mais energéticos. Neste caso, a
dimensionalidade da estrutura afeta diretamente o espectro de energias dos elétrons,
podendo ocorrer a formacao de um gap de energia em nanoparticulas metalicas ou
aumento deste gap em nanoparticulas isolantes ou semicondutoras.

Quando uma onda eletromagnética incide sobre uma nanoparticula metéalica, seus
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elétrons tenderdao a se mover no sentido contrario ao do campo elétrico, como mostra
a figura 1.1. Neste momento surge uma forca restauradora proveniente da repul-
sdo coulombiana criada pela inomogeneidade da distribuicdo de cargas no interior da
particula. Analogamente a um oscilador harmonico, existird uma frequéncia natural de

oscilagdo da nuvem de elétrons no interior da particula [3].

E-field Metal

e cloud

Figura 1.1: Oscilagao coletiva dos elétrons em uma nanoparticula metdlica provocada
pela incidéncia de uma onda eletromagnética. Figura retirada de [3].

Se a onda eletromagnética incidente possui uma frequéncia igual a frequéncia natural
de oscilacao da nuvem eletronica, ocorrerd o fendmeno da ressonincia de plasmons de
superficie. Este fenéomeno pode ser observado através da medida do espectro de absorcao
de luz das nanoparticulas, onde serd observado um pico de absor¢ao no comprimento
de onda relativo a frequéncia de ressonancia.

A absorcao por SPR é sensivel a vizinhanca da nanoparticula, de modo que esta
¢ a base de diversos sensores de adsorgdo e biolégicos. Hiep et al. [4] utilizaram
nanoparticulas de silica encapadas por ouro para realizar a detec¢do da proteina caseina
no leite através da observacao do deslocamento no pico do plasmon. Diversos outros
trabalhos relatam a utilizagdo da modificagdo do espectro de absor¢do na regiao do
SPR para realizar a detecgdo de moléculas biolégicas [5, 6, 7, 8.

Na area biomédica, a aplicacdo das nanoparticulas como agentes de imageamento
in vivo tem ganhado grande atenc¢do na ultima década [9, 10, 11]. Um exemplo é
encontrado no trabalho de Hainfeld et al. [12], onde nanoparticulas de ouro foram
injetadas em ratos vivos para que o contraste produzido em imagens de raios X fosse

estudado. Na figura 1.2 vemos a comparagao do resultado obtido com a utilizacdo das

10
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nanoparticulas e de um medicamento iodado comumente utilizado com esta finalidade

(Omnipaque®).

Figura 1.2: Imagem de raios X mostrando os rins de ratos vivos apés 60 minutos
da injegdo de (a) nanoparticulas de ouro e (b) medicamento iodado para contraste
(Omnipaque®). A seta indica a uretra com 100 pum de didmetro — barra de 1 mm.
Figura adaptada de [12].

Podemos ver que as nanoparticulas geram um alto contraste, permitindo a obser-
vagao de diversos detalhes (incluindo a uretra com um didmetro de apenas 100 pum do

animal) ndo perceptiveis com a utilizacdo do medicamento testado.

1.2 Bismuto

O bismuto (Bi) é um semimetal de nimero atémico 83 com aparéncia prateada. Apesar
de sua baixa condutividade elétrica, ele apresenta propriedades eletronicas interessantes,
como uma baixissima massa efetiva para seus elétrons [13]. Esta baixa massa efetiva
estd relacionada a alta anisotropia em sua superficie de Fermi [14] e, somada & baixa
densidade de portadores, faz com que o bismuto apresente efeitos de confinamento
quéntico para dimensdes menores do que aproximadamente 55nm [15, 16, 17].

Além disso, o bismuto apresenta toxicidade relativamente baixa [18], fazendo dele

uma boa opg¢do para aplicacbes na area biomédica. Seu elevado ntmero atdémico

11
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possibilita forte interacdo com raios X, o que indica ainda que este elemento é um bom
candidato para aplicagdo como biomarcador.

Hossain et al. estudaram [19] a aplicagdo de nanoparticulas magnéticas (6xido de
ferro) e de bismuto (BiNPs) na detecgao e erradicacdo de células tumorais circulantes.
As nanoparticulas foram modificadas com moléculas capazes de se ligar as células
cancerigenas. Desta forma, as nanoparticulas acabam sendo conjugadas as células
doentes. A deteccdo, no caso do bismuto, foi feita através da medida da emissdo
caracteristica de raios X pelas nanoparticulas quando excitadas por um feixe colimado
de raios X. Com a irradiacdo, ocorreu também a erradicagao das células tumorais devido
a efeitos de amplificacao local do campo eletromagnético pelas nanoparticulas.

No trabalho de Hossain et al. é descrita a rota quimica utilizada na producao das
nanoparticulas de bismuto: 0,1 mmol de Bi(NO3)s e 0,5 mmol de Polivinilpirrolidona
(PVP) sédo dissolvidos em 10 mL de N,N-dimetilformamida (DMF). A solugdo é des-
gaseificada com um fluxo de argbnio por 15 minutos sob agitacdo. 0,3 mL de uma
solucao aquosa de NaBH, é misturado a 10 mL de DMF e adicionado a primeira
solucdo sob agitacdo intensa e fluxo de argénio por 5 minutos. As nanoparticulas sdo
precipitadas através da adicdo de acetona, seguida por centrifugacao, lavagem com

acetona e secagem em vacuo [19].

1.3 Ablacgao a laser

Os métodos de producao de nanoparticulas sdo divididos em duas categorias funda-
mentais. Os processos onde atomos sdo reunidos para dar origem ao nanomaterial sdo
classificados como bottom-up, enquanto os processos onde material é retirado de uma
estrutura bulk sao classificados como top-down [20)].

As rotas quimicas sdo os métodos mais comumente utilizados na producdo de

nanoparticulas, sendo que algumas delas se enquadram como bottom-up e outras como

12
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top-down.

Vimos na secdo 1.2 que a rota quimica utilizada na producdo de nanoparticulas
de bismuto envolve a utilizacdo de diversos reagentes e solventes e processos como
centrifugacao, desgaseificacdo e secagem em vacuo. Além de todos estes processos
encarecerem a producdo, os reagentes utilizados deixam residuos apds a secagem. Em
situagoes onde a presenca de impurezas é indesejada, como quando se deseja utilizar as
nanoparticulas em pesquisas aplicadas & medicina e & biologia, as rotas quimicas nao
sdo a opg¢ao mais conveniente. Como alternativa as rotas quimicas, existem diversas
técnicas como moagem mecéanica, deposicao fisica de vapor, implantacdo ibnica, a
ablacao a laser e varias outras.

Neste trabalho utilizamos a técnica da ablagao a laser em meio liquido para produzir
as nanoparticulas. Esta técnica consiste na focalizacdo de um feixe laser de alta poténcia
na superficie de um alvo sélido imerso em solvente. Normalmente utiliza-se um laser
pulsado que provoca a explosao localizada da superficie do sélido que é seguida pela
formacao de uma pluma de plasma e pela nucleagdo que resulta na formacao das
nanoparticulas. Maiores detalhes sobre a técnica sao discutidos na se¢do 2.1.1.

As principais vantagens desta técnica sao: ela dispensa a utilizagdo de reagentes
quimicos que deixam residuos nas nanoparticulas e pode ser utilizada para produzir
nanoparticulas de diferentes materiais em diferentes solventes sem alteragao do arranjo
experimental. Além disso, ela permite a producdo de nanomateriais de forma rapida e
com baixo custo.

Segundo Barcikowski et al., em 2009 o niimero de publicagoes envolvendo ablagao
a laser e geragdo de nanoparticulas em liquidos foi aumentado em 15 vezes em relagao

a 1999 [21].
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1.4 Aminoacidos

Os aminoacidos sdo moléculas orgdnicas compostas por um grupo amina, uma carboxila
e um radical R que é diferente para cada aminoacido. Este radical é o principal respon-
savel pelas diferentes propriedades apresentadas por cada um destes compostos. Os
vinte aminodcidos mais importantes para o corpo humano sdo: leucina, valina, tirosina,
fenilalanina, histidina, glicina, isoleucina, acido aspartico, metionina, treonina, serina,
acido glutamico, arginina, asparagina, glutamina, prolina, cisteina, lisina, triptofano
e alanina. Por constituirem as proteinas e assumirem diversas funcoes reguladoras no
organismo, sdo frequentemente utilizados em medicamentos e complementos alimenta-
res de forma que é necesséaria a existéncia de mecanismos de deteccdo de concentragao
para cada um deles, o que torna importante o desenvolvimento de sensores seletivos
para cada um dos aminoécidos.

Neste trabalho testamos a reatividade das nanoparticulas produzidas com diferentes
aminoacidos para verificar a possibilidade da aplicacdo das nanoparticulas de bismuto

como sensor de algum deles.

Na literatura, a producao de nanoparticulas através da ablagdo a laser de um alvo
de bismuto em meio liquido é praticamente inexplorada. Lin et al. realizaram [22] a
ablacdo de um alvo de 6xido de bismuto em etanol utilizando um laser de femtossegundo
e obtiveram nanoparticulas formadas pela fase o do BisOs.

Recentemente, Verma et al. [17] produziram nanoparticulas de bismuto metélico
através da ablacdo de um alvo de Bi em dgua. As amostras produzidas por eles
apresentaram um pico de absor¢cdo em 980 nm. Foi estudado o aquecimento produzido
na amostra quando irradiada com um laser de 976 nm com finalidade de estudar a
possivel aplicacao desta geracao de calor em medicina.

Nao hé estudos anteriores sobre a interagdo de aminodcidos com nanoparticulas de

bismuto produzidas por qualquer método.
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Materiais e métodos

2.1 Preparacao das amostras

As amostras estudadas neste trabalho sdo nanoparticulas de bismuto (Bi) em dispersao
coloidal. Foram utilizados dois solventes: agua bidestilada e acetona. O coloide foi
produzido através da ablacido a laser pulsado de alvos de bismuto produzidos pela
Sigma-Aldrich® com pureza de 99,999% submersos no solvente. Esta técnica e os

parametros utilizados neste trabalho serdo discutidos na Segéo 2.1.1.

2.1.1 Ablagao a laser em meio liquido

Conforme discutido no Capitulo 1, as técnicas de producio de nanoparticulas podem
ser divididas em duas classes de acordo com o método de formacao das estruturas.
Técnicas onde dtomos sao reunidos para dar origem ao nanomaterial sio denominadas
bottom-up enquanto que técnicas onde o material é arrancado de uma estrutura bulk,
como a ablacdo a laser, sao classificadas como top-down.

Neste trabalho utilizamos a ablacdo a laser de um alvo submerso no meio solvente no
qual se deseja obter o coloide. Esta técnica é especialmente vantajosa quando se deseja

evitar a contaminacao da solugdo por reagentes quimicos ja que estes sdo completamente
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dispensados. Outra grande vantagem desta técnica é que, em contraste a realidade das
rotas quimicas, o mesmo setup pode ser utilizado na producdo de nanoparticulas de
uma enorme variedade de materiais em diversos solventes.

A ablagéo a laser é o processo onde material é arrancado da superficie de um sélido
devido & absorcao da energia de um feixe laser de alta intensidade. Usualmente, as
intensidades necessarias para que ocorra a ablacio sio da ordem de 106 a 10'* W/cm?
com a duragdo dos pulsos variando de 10713 a 107% s [23].

Neste trabalho, utilizamos o harmonico fundamental de um laser de Nd:YAG
(1064nm) com pulsos de duracdo de 200ns e 1,0mJ de energia. Foi utilizada uma
taxa de repeticao de 1,5kHz, gerando, portanto, um feixe de poténcia média de 1,5 W.
Para a producao de cada amostra, o laser foi focalizado na superficie do alvo de Bi
imerso em 4mL do solvente e a ablacao foi realizada durante 2 minutos. A ablagao
foi feita no Laboratorio de Nanoestruturas para Sensores da Universidade Federal do

Parana (LANSEN). O esquema da montagem experimental é exibido na Figura 2.1.

Laser

Lente focalizadora

1 Solvente

— Alvo

Figura 2.1: Esquema da montagem utilizada para realizar a ablacdo a laser.

A explosao localizada na superficie da amostra devido & sua interacdo com o pulso

16
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do laser produz uma pluma de plasma que é seguida pelos processos de nucleacéo e
coalescéncia, dando origem as nanoparticulas [24, 25], conforme ilustrado na Figura 2.2.

Laser

Nanoparticulas

/;
:

——

re—— —~———]

(a) (b) (c)

Figura 2.2: (a) Absorgao da energia do pulso. (b) Aquecimento, explosdo e formacao
de plasma. (c) Nucleagdo e coalescéncia levando a formagao de nanoparticulas.

)

[1I]
)
|
%
|
111
1))

——Alvo—

Amendola e Meneghetti [26] estudaram os produtos da ablagao a laser em diversos
solventes e mostraram que, durante o processo de formacao, a interagdo com o solvente
pode resultar na formacdo de nanoparticulas constituidas por materiais diferentes
daquele do alvo. Nanoparticulas produzidas através da ablacdo de um alvo de ferro em
agua, por exemplo, apresentaram diferentes fases de 6xido e mistos de 6xido e hidréxido
(Fe30y, FesO3 e Fe(OOH )9) enquanto que, em tolueno, se mostra presente apenas
uma fase de carbeto de ferro e grafite.

E conhecido ainda que pode haver a criagdo de uma estrutura casca-nicleo [27],

onde existe a tendéncia de que o nicleo apresente a mesma composicao do alvo.

2.2 Caracterizacao

2.2.1 UV/Vis

O estudo da absorg¢ao de luz na regido do ultra-violeta, visivel e infra-vermelho proximo
(UV/Vis/NIR) foi realizado utilizando o espectrémetro USB2000; acoplado a uma
fonte de luz USB-ISS-UV/Vis, que conta com uma lampada hal6gena de deutério,

permitindo a obtencao do espectro na faixa de 200 a 1000 nm com uma resolugdo de
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2nm. O espectrometro e a fonte de luz utilizados sdo fabricados pela Ocean-Optics e
as medidas foram realizadas no LANSEN — UFPR.

Inicialmente, é medido o espectro da luz transmitida pelo solvente (Ip(\)) contido
em uma cubeta de quartzo para que este sinal seja utilizado como referéncia. Entéo, é
medido o espectro da luz transmitida através do coloide sob estudo (1(\)).

O calculo da absorbancia, entdo, é realizado pelo software do proprio equipamento

utilizando a equacéo:

AQ) = ~togu |+ %))] , (2.1)

onde A()\) é medido em termos da grandeza adimensional chamada Densidade Optica

(OD, Optical Density).

2.2.2 Espalhamento Dindmico de Luz

Através da medida do Espalhamento Dindmico de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering)
podemos obter informagoes sobre o tamanho das particulas suspensas em meio liquido.
Nesta técnica, um laser incide sobre a amostra e a intensidade do feixe espalhado por
um angulo 0 é medida ao longo do tempo, conforme ilustrado na figura 2.3.

Amostra

Feixe transmitido
Laser ]

Feixe
Espalhado

Detector

Figura 2.3: Medida da intensidade da luz espalhada por um angulo 6.

A intensidade da luz espalhada depende do nimero de particulas presentes no
volume definido pela interseccio do feixe incidente e transmitido com o feixe espalhado.

Como as particulas em suspensao tém movimento aleatério dentro do fluido, a evolugao
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temporal da intensidade medida tera a aparéncia de um ruido branco.
A escala de tempo da flutuacdo da intensidade medida serd tdo menor quanto maior
for a difusividade das nanoparticulas no fluido, que pode ser calculada pela equacao de

Stokes-Einstein:

kT
~ 6mry’

(2.2)

onde D é a constante de difusdo, kp é a constante de Boltzmann, T" é a temperatura, n
é a viscosidade do fluido e rgy é o raio hidrodindmico das particulas. Este representa o
raio de uma particula esférica que se difundiria da mesma forma que as particulas sob
estudo. Fica claro que para particulas esféricas o raio hidrodindmico é igual ao raio
das particulas.

Através da Equacao 2.2 vemos que as particulas menores terdo maior difusividade.
Portanto, a medida da intensidade de luz espalhada terd uma flutuagdo mais rapida
para particulas menores, conforme ilustrado na Figura 2.4.

Para obter informacoes sobre o tamanho das particulas através dos dados de espa-
lhamento dindmico, devemos realizar algumas analises estatisticas nas curvas obtidas.
Para tanto, é til definir neste momento algumas grandezas e fungdes que serdao funda-
mentais.

A média da intensidade I(¢) da luz espalhada adquirida a partir do instante ty ao
longo de um periodo de tempo T é o resultado da integracao definida neste intervalo
ponderada por T

- 1 rto+T

T T)=7 [ del(o) (2.3)

Se I(t) flutua aleatoriamente e o intervalo 7' é muito longo', este resultado nio

dependera de ty ou de T. Podemos, por simplicidade, fazer t5 = 0 e adotar a notagao:

! Muito maior do que o tempo caracteristico da flutuacao.
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Figura 2.4: Representacao de um resultado tipico de espalhamento dindmico de luz
para particulas de dois tamanhos. Nota-se que as particulas menores apresentam uma
flutuagao mais rapida na intensidade de luz espalhada do que as particulas de maior
didmetro.

T(to,T) = (1(t)).
Definimos, agora, a fungao de autocorrelagao temporal da fungao I(t) como a média
temporal do produto dela com ela mesma defasada por um intervalo 7, como mostra a

Equacao 2.4.

1 T
A7) = (IO +7) = 7 /0 dtT(OI(t + 7). (2.4)

Podemos esperar que a funcido de autocorrelacdo temporal de uma fungao aleatéria
e ndo-periédica decaia de seu valor inicial A(0) = (I(¢)I(t)) = (I*(t)) para um valor
minimo assim que as fungdes I(t) e I(t 4+ 7) se tornem totalmente descorrelacionadas.
Isto acontecerd quando 7 se tornar muito maior do que a escala de tempo tipica da
flutuacao.

Assim que I(t) e I(t+ 7) se tornam totalmente descorrelacionadas, (I(¢t)I(t+ 7)) =

(I(t)) (I(t+7)) = (I(t))*. Logo, a funcio de autocorrelacao temporal da intensidade
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de luz espalhada decaird de seu valor inicial (I(¢)?) para (I(¢))*>. Em muitos casos este

decaimento é exponencial e pode ser representado, portanto, pela expressao:

A = [(10?) = (1)) exp (—t> , (2.5)

TC
onde T¢ é o tempo de correlagdo a ser obtido a partir do ajuste da funcao de autocor-
relacdo dos dados experimentais a equagao 2.5. Para irmos adiante na andlise desta

grandeza, devemos lembrar [28] que o médulo do vetor de espalhamento |7 = ¢ =

i — ky| ¢ dado por:?

4 0
= sz sini7 (2.6)

onde ny ¢ o indice de refragao do fluido e Ag € o comprimento de onda do laser. Assim,
pode-se associar o tempo de correlagdo da flutuacdo na intensidade de luz espalhada
com as grandezas definidas até aqui por meio da relacao [29].

1

— =qD> 2.7
i (2.7)

De posse do coeficiente de difusividade D, o raio hidrodinamico das nanoparticulas
¢ calculdvel através da equagdo de Stokes-Einstein (Equacao 2.2) [30].

O equipamento utilizado nas medidas de DLS foi o Microtrac Nanotrac Ultra que
utiliza um laser continuo de diodo emitindo 3mW em 780 nm. A medida é feita através
de um sistema de multiplas fibras épticas que conduz o feixe laser até a amostra e
coleta a luz retroespalhada (6 = 180°) e foi realizada no LANSEN — UFPR.

O software do equipamento utiliza algoritmos que permitem a obtencao de dis-

2 Assumindo a hipétese de espalhamento eldstico (k; = ky, onde k; e ks sdo os vetores niimero de
onda da radiagdo incidente e espalhada).
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tribui¢bes complexas de tamanhos através da expansao das fung¢bes de autocorrelacio

em séries de decaimentos exponenciais.

2.2.3 Difracao de Raios X

A Difragao de Raios X (XRD, X-Ray Diffraction) foi utilizada na caracterizagao estru-
tural das amostras de nanoparticulas por ser uma alternativa mais simples & Difracio
de Elétrons em Area Selecionada, que serd apresentado na Sec¢ao 2.2.4, apresentando
ainda a vantagem de que estas amostras nao precisam ser secas, uma vez que esta
técnica nao exige que a amostra seja colocada em vacuo.

No experimento de XRD uma fonte monocromatica de raios X ilumina a amostra
variando o angulo de incidéncia # enquanto um detector mede a intensidade do feixe
refletido formando o mesmo angulo # com o plano da amostra e, portanto, um angulo

260 com a direcdo inicial de propagagado do feixe, conforme mostrado na Figura 2.5.

Fonte de Raios X Detector

Amostra

Figura 2.5: Esquema da montagem utilizada na medida de XRD.

Os raios incidentes na amostra serao refletidos pelos diversos planos atémicos re-
presentados pelos indices de Miller (hkl). Os raios refletidos por planos paralelos (com
indices de Miller iguais) sofrerdo interferéncia devido a diferenca de comprimento de
caminho éptico existente, como ilustrado na Figura 2.6.

Sendo a diferenga de comprimento de caminho éptico dos raios refletidos por dois
planos espagados por uma distancia d igual a 2dsenf, a condicdo de interferéncia
construtiva é que esta diferenca seja igual a um nimero inteiro de comprimentos de

onda da radiacao utilizada. Essa é a Lei de Bragg, expressa pela equagao:
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Figura 2.6: Difracao de Raios X por um sélido cristalino — A diferenca no comprimento
do caminho éptico de dois raios refletidos por planos atoémicos diferentes implica na
existéncia de dngulos especificos onde ha interferéncia construtiva do feixe espalhado.

2dsentl = nA, n=1,273..

Podemos fazer n = 1 sem perda de generalidade da expressdo se considerarmos que
a difracdo com diferentes valores de n do plano dyy; é equivalente a difragdo pelo plano
a uma distancia d, nkni. Deste modo, podemos reescrever a Lei de Bragg da seguinte

forma:

2dp1sen = \ (2.8)

Localizando os angulos nos quais ha interferéncia construtiva, pode-se calcular as
distancias interplanares do sélido estudado, que sdo comparadas com as bases de dados
do ICDD (The International Centre for Diffraction Data).

As medidas foram realizadas com o difratémetro Shimadzu XRD-7000, utilizando a
linha de emissido K, do cobre, com A = 1,5418 A, e geometria Bragg-Brentano (0 —20).
Cada amostra foi preparada através da centrifugacdo dos coloides em seis eppendorfs de
1,5mL a uma rotagao de 9000 rpm por 8 minutos e posterior coleta de aproximadamente

20 pL da regido com maior concentragdo de nanoparticulas de cada eppendorf. Este
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material foi entdo espalhado sobre um substrato de vidro e posicionado, ainda timido,

no interior do difratometro para a imediata realizagdo da medida.

2.2.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

Na Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM, Transmission Electron Microscopy)
um feixe de elétrons é acelerado ao longo da coluna do microscépio por meio de uma
diferenca de potencial elétrico aplicado, que é tipicamente de dezenas ou centenas de kV.
Tendo sido acelerados a estas energias, os elétrons possuem um comprimento de onda
reduzido o bastante para permitir a obtencdo de imagens com resolucao subnanométrica.

O feixe, ao ser ejetado do canhdo de elétrons, é acelerado em dire¢do ao catodo
localizado no fim da coluna, passando por uma série de aberturas e lentes magnéticas
condensadoras antes de atingir a amostra. O feixe transmitido é focalizado por um novo
conjunto de lentes sobre o componente no qual a imagem ¢é formada (usualmente uma
tela fluorescente). A geragao do contraste da imagem se deve & uma série de interagoes
possiveis do feixe com o specimen — principalmente a absor¢do, o espalhamento e a
difracao do feixe pela amostra.

O microscépio utilizado foi um JEOL JEM 1200EX-II, com um canhao de filamento
de tungsténio. A tensdo de aceleracdo utilizada em todas as etapas foi de 120KkV.
As imagens das amostras produzidas na acetona foram obtidas pelo técnico Deonir
Agustini, do Centro de Microscopia Eletronica da UFPR, e as imagens e padroes de
difracdo em agua com e sem adicdo de cisteina foram obtidas pelo Prof. Dr. Ney
Pereira Mattoso Filho.

As amostras foram preparadas através da deposicao de uma gota do coloide pro-
duzido (com dilui¢do de 1/10, para reduzir a concentragdo de nanoparticulas e evitar
a formacao de grandes agregados indesejaveis na obtencao de imagens de TEM) sobre
uma grade de cobre coberta com um filme fino de carbono amorfo especifica para este

fim. Apds a secagem do solvente, as grades foram levadas ao microscépio.
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Difracdo de Elétrons em Area Selecionada

Ainda no microscépio eletrénico de transmissdo, é possivel realizar o experimento da
Difracdo de Elétrons em Area Selecionada (SAED, Selected Area Electron Diffraction).

Tendo comprimentos de onda da ordem de tamanho do espacamento interatémico
tipico da matéria, os elétrons com altas energias, conforme observado em 1927 por
Joseph Davisson e Lester Germer e, separadamente, por Sir George P. Thomson, sofrem
o fenébmeno da difragdo, confirmando a entdo recém formulada hipétese das ondas de
matéria de de Broglie.

Este fendmeno é a base do SAED. Nesta técnica os elétrons acelerados por uma
diferenca de potencial V) adquirem energia cinética e - V, onde e é a carga elementar.
Como as tensoes de aceleragdo chegam a centenas de kV, as energias cinéticas podem
chegar a quantidades significativas quando comparadas com a energia de repouso destes
elétrons (aproximadamente 511 keV), tornando relevantes as corregoes relativisticas.

Rearranjando as expressdes para energia total da relatividade especial E? = ¢?p? +

4

m%c e a relacdo de de Broglie A = h/p, obtemos a equagdo para o comprimento de

onda (\):

- h , (2.9)

\/QmoeV (1+32%)

onde h é a constante de Planck, mg é a massa de repouso dos elétrons e ¢, a velocidade

da luz. Utilizando esta equacao para a tensao de aceleragao utilizada (120kV), podemos
mostrar que A = 3,35 pm.

O padrao de difracdo de um monocristal é caracterizado por spots localizados nas
regioes onde hé a condicdo de interferéncia construtiva (ver Se¢ao 2.2.3), definidas pela
estrutura cristalina do material. Desta forma, a andlise do padrao de difracdo nos
permite obter informacoes estruturais da amostra analisada.

Uma vez que o SAED foi realizado em uma regiao contendo varias nanoparticulas,
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0s spots ndo trazem consigo todas as informagoes da simetria da rede cristalina, por
serem na realidade resultado da difracdo provocada pelos diversos cristalitos (cada
nanoparticula pode ser formada por um ou mais dominios cristalinos e esté rotacionada
aleatoriamente). Desta forma, a orientagao dos spots nao traz nenhuma informacao e
apenas a sua distancia até o centro é medida.

De posse do comprimento de onda A da radiacao utilizada, da distdncia L da amostra
a tela fluorescente e da distdncia R dos spots ao centro da figura, podemos rearranjar a

equacao 2.8 utilizando a aproximagao de baixos angulos (senf = 6) e obter a expressao:

Rdpy = ML, (2.10)

com a qual é possivel obter as distancias interplanares do sélido cristalino.

Na pratica, a determinacdo destas distancias ocorre através da comparacao do
padrao de difracdo da amostra com o de uma amostra padrao (no nosso caso foi
utilizado um filme policristalino de ouro) obtido em condigoes idénticas. A andlise é
feita utilizando a bases de dados cristalografica do ICDD. As medidas foram feitas com

auxilio do programa Diffraction Ring Profiler [31].

2.2.5 Fotoluminescéncia

As medidas de fotoluminescéncia (PL, Photoluminescence) consistem da medida do
espectro de emissdo luminosa da amostra quando excitada por uma fonte de luz. Esta
emissao pode ocorrer devido a processos de relaxacao radiativos que seguem a excitagao
provocada pela absor¢do de um féton da fonte de excitagao.

Foi utilizada uma montagem experimental semelhante & ilustrada na Figura 2.7,
onde a fonte de excitac¢ao foi um laser pulsado de Nitrogénio (A = 337nm) e o espectro
foi obtido através de um espectrometro e CCD Andor Shamrock 303i, no Laboratério

de Propriedades Opticas da Universidade Federal do Parana.
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M

Figura 2.7: Diagrama da montagem utilizada para medida de fotoluminescéncia.

A fotoluminescéncia dos solventes também foi medida e comparada com a das
amostras estudadas a fim de evitar a atribui¢do de um sinal proveniente do solvente.
As medidas dos solventes foram realizadas utilizando os mesmos pardmetros na aquisicio

do espectro de forma que suas intensidades podem ser diretamente comparadas.

2.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear

Quando uma particula com momento magnético ji diferente de zero é submetida a um
campo magnético B}, o torque criado (7 = ji x g{)) provoca a precessao da particula com
uma frequéncia proporcional ao médulo do campo aplicado [28], chamada frequéncia
de Larmor.

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) baseia-se no fato de que alguns nticleos
apresentam momento magnético nao nulo e, consequentemente, sofrerdo a precessao
descrita quando submetidos a um campo magnético. Cada tipo de ntcleo tem uma
frequéncia de Larmor caracteristica que é fun¢do do campo magnético aplicado.

Nesta técnica, a amostra é imersa em um campo magnético constante e uniforme
By e excitada por um intenso pulso eletromagnético transversal a By que desalinha os

momentos magnéticos dos niicleos dos d4tomos. Ao fim do pulso, estes niicleos, ainda
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sob acdo do campo magnético, tendem a realizar a precessdo de Larmor. Através da
medida da magnetizagdo transversal, é possivel obter as frequéncias de ressonancia
nuclear presentes na amostra.

O RMN, no entanto, ndo é utilizado por sua habilidade de distinguir diferentes
elementos, mas por sua resolucao capaz de detectar pequenas diferencas nas frequéncias
de ressondncia entre niicleos de mesmo tipo. Uma vez que os elétrons orbitando o
nucleo formam uma blindagem contra o campo magnético aplicado, os nicleos provam
campos com intensidades diferentes de acordo com as ligagdes quimicas destes atomos,
o que produz deslocamentos na frequéncia de ressonancia. Desta forma, este pequeno
shift na frequéncia permite a elucidacio das liga¢bes quimicas de determinados atomos
na amostra.

Uma vez que as frequéncias de ressonancia e os deslocamentos de frequéncia depen-
dem da intensidade do campo aplicado, define-se uma grandeza adimensional chamada
deslocamento quimico, apresentada com unidade ppm (partes por milhdo), que é calcu-
lada de forma a remover a dependéncia com a intensidade do campo magnético [32].

Neste trabalho, o RMN foi utilizado na determinacio dos processos que ocorrem
com as moléculas de Cisteina apds sua adi¢do as nanoparticulas. As medidas foram
realizadas pelo prof. Dr. Andersson Barison, do Departamento de Quimica da UFPR,
e por sua aluna de doutorado Fernanda Ocampos. Foi utilizado o equipamento Bruker

Ascend™600.

2.2.7 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X

Ao ser iluminada por uma radiagdo com energia maior do que sua funcao trabalho, uma
amostra terd seus atomos ionizados devido a absor¢do da energia dos fotons incidentes
por seus elétrons®. Estes elétrons sdo ejetados do material com uma energia cinética

FEeistron que pode ser calculada a partir do balanco de energia:

3Este é o Efeito Fotoelétrico, cuja explicacio foi feita por Albert Einstein que recebeu, por isso, o
Prémio Nobel em 1922.
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hv = Er, + Eegtron + ¢espa (2'11)

onde Ly, é a energia de ligacao do elétron e ¢, € a funcao trabalho do material do
espectrometro [33].

Na Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS, X-ray Photoelectron
Spectroscopy), os elétrons ejetados do material durante a irradiacdo da amostra por
um feixe monocromatico de raios X tem sua energia cinética medida. Conhecendo esta
energia e a energia dos fétons de raios X, pode-se determinar a energia de ligacdo dos
elétrons através da Equacao 2.11.

Através desta técnica e utilizando os valores conhecidos de energias de ligacao dos
elétrons a moléculas, é possivel determinar a composicdo quimica da regido irradiada
pelo feixe. No entanto, a profundidade da qual os elétrons podem escapar do material
sem sofrer espalhamento ineldstico [34] é, tipicamente, da ordem de 1 nm. Desta forma,
o XPS fornece informacoes referentes a composicao da superficie da amostra.

As medidas de XPS foram realizadas pelo prof. Dr. Wido Herwig Schreiner no

Laboratério de Superficies e Interfaces da UFPR.
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Resultados e discussoes

3.1 Caracterizacao

As nanoparticulas produzidas em agua e acetona adquiriram uma coloracdo marrom
escura. O tempo maximo de ablacdo foi definido com base na observagao de que, apos
dois minutos de irradiagdo, ocorre um acentuado decréscimo da taxa de producao de
nanoparticulas. Isto se deve ao grande nimero de particulas que ficam em suspensao
no liquido recobrindo o alvo e que absorvem grande parte da energia do pulso.

As amostras em acetona se mostraram estaveis durante os varios meses ao longo dos

Figura 3.1: Nanoparticulas produzidas através da ablacdo a laser de um alvo de bismuto
em agua (esquerda) e acetona (direita). Os coloides sdo visualmente indistinguiveis
com uma coloragdo marrom escura.

30



Capitulo 3. Resultados e discussoes

quais elas foram observadas e, no entanto, os coloides produzidos em agua agregaram
e precipitaram num periodo de 1 a 2 dias. Este agregado apresenta uma coloragao
acinzentada e nao pode ser desfeito mesmo através de longos periodos de ultrassonicacao.

Com base nestas observagoes, estudamos amostras produzidas em dgua com adi¢do
do surfactante lauril sulfato de sédio (SDS, Sodium Dodecyl Sulfate) & solugao. Foi
utilizada a solucdo comercial Tergipol, fabricada pela Biodinamica, que apresenta
concentracao de 2,0mg/mL de SDS em 4gua. 2,0mL de Tergipol foram diluidos em
2,0mL de 4dgua e a ablagao foi realizada nessa solugao. Essas amostras tornaram-se
estaveis.

Inicialmente, foi medido o espectro de absorcao 6ptica das amostras. Os resultados

sdo mostrados nas Figuras 3.2, 3.3 e 3.4.
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Figura 3.2: Espectro de absor¢do UV /Vis da amostra de BiNPs em 4gua.

O pico em 257 nm corresponde a absorc¢ao relacionada a Ressonancia de Plasmons
de Superficie das nanoparticulas de Bismuto [35], o que indica que as nanoparticulas
produzidas em dgua apresentam algum carater metélico (ndo sdo compostas puramente
por 6xidos).

Ja na acetona, observa-se um pico de absor¢cdo em maiores comprimentos de onda

(~ 330nm). No entanto, uma andlise mais cuidadosa revelou que a queda da absorbancia
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Figura 3.3: Espectro de absor¢do UV /Vis da amostra de BiNPs em acetona.

abaixo deste comprimento de onda é um artefato devido a intensa absorcao da acetona.
Uma vez que a intensidade de luz transmitida pelo solvente (I())) para comprimentos
de onda abaixo de 330nm é muito préxima de zero, o calculo da absor¢do se torna
invalido nessa regiao do espectro (Equagdo 2.1) razdo pela qual o espectro se torna

ruidoso.
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Figura 3.4: Espectro de absor¢ao UV /Vis da amostra de BiNPs em agua + SDS.

No espectro UV /Vis da amostra em dgua com adi¢gdo do SDS observamos o mesmo
artefato relacionado a intensa absor¢ao de luz ultravioleta pelo solvente.

Uma sobreposi¢ao dos espectros mostra que as curvas sdo muito similares (a menos
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de uma constante multiplicativa causada pela ligeira diferenga na taxa de produgao
nos diversos solventes) até o ponto onde ha o corte de transmissao do solvente. Estes
espectros foram medidos também no espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 1050 por
este possuir maior resolugao e sensitividade, mas nao houve mudanca observavel nos
resultados.

As amostras foram, entdo, analisadas através do DLS (Figuras 3.5, 3.6 e 3.7), de
onde podemos obter a distribuicdo de tamanhos'.

BiNPs em H,0O
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Figura 3.5: Distribui¢do de tamanhos obtida através da medida do DLS da amostra
em agua.

As amostras em dgua apresentam uma larga distribuicdo de tamanhos, tendo mé-
xima frequéncia na regiao dos 70 nm. Pudemos ver na amostra em acetona, nanoparticu-
las principalmente com didmetros préximos a 60 nm. Ja as amostras produzidas uti-
lizando o SDS apresentam resultados que indicam a existéncia de duas familias de
nanoparticulas centradas em 20nm e em 90 nm.

Uma anélise morfolégica das nanoparticulas produzidas é possivel através da mi-
croscopia eletronica de transmissao.

As imagens foram obtidas em épocas distintas e o dispositivo CCD de captura das

1O termo tamanho se refere & dimensédo caracteristica da particula, definido como o dobro do raio
hidrodindmico. Segue que para uma esfera perfeita, a dimensdo caracteristica é o didmetro da particula.
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Figura 3.6: Distribuicdo de tamanhos obtida através da medida do DLS da amostra
em acetona.
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Figura 3.7: Distribuicdo de tamanhos obtida através da medida do DLS da amostra
em agua + SDS.
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Figura 3.8: Imagem de TEM da amostra de BiNPs em dgua — Ampliagdo: 40 kX

100 nirmn
—

Figura 3.9: Imagem de TEM da amostra de BiNPs em acetona — Ampliagao: 200 kX
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imagens do microscépio foi substituido, de forma que ha uma significativa superiori-
dade na resolucdo e no contraste da imagem das nanoparticulas produzidas em agua
(figuras 3.8 e 3.9).

Observa-se que, para ambos os solventes, as particulas apresentam formato esférico
e que a grande maioria tem didmetro menor do que 40nm. A discordancia desta obser-
vacao com o resultado do DLS pode ser causada por dois fatores principais. Conforme
mostrado na Secdo 2.2.2, o DLS é uma técnica que permite a determinacao indireta
do raio hidrodindmico das particulas em suspensao no fluido. Portanto, caso haja
agregados de nanoparticulas se difundindo no fluido, estes serdo detectados como sendo
uma Unica particula maior.

Outra possivel razao para essa diferenca é que a intensidade do espalhamento
Rayleigh por uma particula esférica é proporcional ao seu didmetro na sexta potén-
cia [36]. Assim, o DLS detectard a influéncia das particulas maiores com uma intensi-
dade mais elevada, revelando uma distribuicdo onde hé uma maior frequéncia relativa
de particulas grandes. E possivel concluir que, embora os algoritmos utilizados na
andlise da funcao de autocorrelagdo busquem correcées para este efeito, a analise de
solugdes com largas distribuig¢oes de tamanho utilizando o DLS deve ser feita com
cuidado.

Conforme discutido no Capitulo 1, espera-se que particulas de Bi com as dimensoes
observadas (< 50nm) apresentem propriedades de confinamento. Na tentativa de
observar sinais de emissao luminosa com origem na transi¢do de niveis discretizados
por este confinamento, prosseguimos para os estudos de fotoluminescéncia. Abaixo sao
mostrados os espectros obtidos (detalhes do experimento na Segao 2.2.5).

O espectro de fotoluminescéncia da dgua exibe um pico em 381 nm (3,25€V). Ao
calcularmos a diferenca nos nimeros de onda desta emissdo e da fonte de excitagao

(337 nm), obtemos:
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Figura 3.10: Espectro de fotoluminescéncia da agua e das BiNPs em agua.
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Notamos que este niimero de onda estd no centro da banda de absorcao de in-
fravermelho da dgua [37] e, portanto, associamos o sinal em 381 nm ao espalhamento
inelastico (espalhamento Raman) pelas moléculas de dgua.

Na medida das nanoparticulas em &gua, conforme esperado, também podemos
observar o pico do espalhamento ineldstico. Além deste, é perceptivel um sinal em
373nm (3,32€eV) e outro, ainda mais intenso, em 414nm (2,99€V).

A emissao luminosa foi, a principio, atribuida & recombinacéo entre estados discre-
tos originados pelo confinamento mencionado anteriormente, mas esta explicagao foi
descartada com base nas larguras dos sinais de luminescéncia. Caso o efeito fosse provo-
cado pelo confinamento, haveria uma relacio direta entre o tamanho das nanoparticulas
e sua energia de emissdo de modo que, para uma distribuicdo grande de tamanhos,
terfamos uma banda de emissao larga.

A origem das emissoes em 373 nm e em 414 nm permanece sem nenhuma explicagao
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Figura 3.11: Espectro de fotoluminescéncia da acetona e das BiNPs em acetona.

Na amostra de nanoparticulas em acetona nao foi possivel observar nenhum sinal
distinguivel do sinal do préprio solvente. Isso se deve parcialmente ao fato de que a
acetona apresenta grande fluorescéncia quando iluminada por UV, de forma que sua
intensa emissdo encobriria a possivel emissdo das nanoparticulas. Além disso, a intensa
absorcao da acetona em A = 337nm nao permite que o laser penetre com intensidade
razoavel mais do que poucos milimetros na solugéo, de forma que apenas um nimero
pequeno de nanoparticulas serd excitada, o que contribuiria para a baixa intensidade
na emissao.

Contudo, a mudanca nas intensidades relativas entre as bandas < 450 nm e > 450 nm

indica alguma contribuicao das nanoparticulas na primeira banda de emissdo da acetona.

Para obter informagoes sobre a composicdo da superficie das nanoparticulas pro-
duzidas, elas foram submetidas a anélise através do XPS. Para isso, foram depositados
4mL de cada amostra a ser estudada sobre um substrato de silicio. A deposicao foi

feita lentamente: gota a gota, aguardando a evaporacao do solvente, de forma a haver
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a formacao de um filme constituido pelas nanoparticulas secas.

No entanto, a baixa estabilidade das nanoparticulas em dgua conduziu a problemas
durante a preparacido das amostras. Durante a secagem de cada gota, as nanoparticulas
presentes nesta agregaram, ocorrendo a formacdo do material acinzentado descrito no
inicio deste capitulo. Esse problema foi contornado através da adicao do surfactante
SDS ap6s a producao da amostra em agua.

Os espectros de XPS das nanoparticulas em dgua + SDS e em acetona sao mostrados

nas Figuras 3.12 e 3.13.
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Figura 3.12: Espectro de XPS da amostra de BiNPs produzidas em agua + SDS.

Podemos observar a existéncia de diversos picos, a maioria relacionada a presenca
do SDS. O pico relacionado ao bismuto apresenta baixa intensidade e esta localizado
em 158,9¢€V.

Na amostra em acetona o sinal das nanoparticulas apresenta uma maior intensidade

relativa aos demais picos devido & auséncia de surfactantes. No entanto, ainda é possivel
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Figura 3.13: Espectro de XPS da amostra de BiNPs produzidas em acetona.

observar os sinais dos residuos deixados pela acetona apos evaporagao. Observa-se, aqui,
o sinal referente ao bismuto em 159,6 eV. Ainda observamos o pico referente ao orbital
2s do silicio proximo a 153 eV. Este pico ndo esta presente na medida da amostra em
agua com SDS devido a cobertura do substrato por este surfactante.

De acordo com as bases de dados disponiveis, as energias de ligacdo dos elétrons
observados pelo XPS do orbital 4f7/2 do bismuto metélico e do éxido de bismuto
(Bi203) sao, respectivamente, de 157,0eV e de 159,5eV. Estes resultados mostram
que as nanoparticulas produzidas em agua e em acetona apresentam uma superficie
oxidada.

Na agua, a oxidacdo pode ocorrer através da reagdo com o oxigénio disponivel no
solvente. No entanto, na acetona, onde ndo ha oxigénio em solugdo, a existéncia de
um certo grau de oxidagdo sugere que as moléculas do solvente estao sendo destruidas

durante a ablagdo. No entanto, acreditamos que as nanoparticulas tenham oxidado
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durante a secagem, na preparacio das amostras para a realizacdo do XPS.

3.2 Interacao com aminoacidos

Para estudar a possibilidade da utilizacdo das nanoparticulas produzidas em &dgua
(ndo foram utilizadas as amostras produzidas em acetona pois este solvente nao é
compativel com sistemas biolégicos) como um sensor de algum tipo de aminoécido,
prosseguimos com a mistura destes em busca de modifica¢des facilmente detectaveis de
suas propriedades fisicas, como formacao de agregados visiveis ou mudanca da cor do
coloide.

Foram estudados os seguintes aminoacidos: Leucina, Valina, Tirosina, Fenilalanina,
Histidina, Glicina, Isoleucina, Acido Aspartico, Metionina, Treonina, Serina, Acido
Glutdmico, Arginina, Asparagina, Glutamina, Prolina e Cisteina. As estruturas mole-
culares destes aminoacidos sdo apresentadas no Apéndice A.

Nessa etapa o coloide de BiNPs foi misturado a uma solu¢do com aproximadamente
5mM (milimolar) de cada aminodcido em uma proporgao de 50%. Estas solugoes foram
entdo comparadas (visualmente) & amostra de BiNPs diluida na mesma propor¢ao em
agua. O resultado desta experiéncia estd ilustrado na figura 3.14.

Nenhum dos aminodcidos apresenta qualquer modificagao perceptivel ao olho ex-
ceto pela amostra em que foi adicionada cisteina, que se torna completamente trans-
parente apés poucos segundos. E importante ressaltar que nio ocorreu a precipi-
tacao de nanoparticulas. Esse resultado aponta para a possibilidade da utilizacdo das
nanoparticulas de bismuto como um sensor seletivo de cisteina.

Observamos que a amostra em que foi adicionada cisteina, e somente esta, se torna
estavel por longos periodos de tempo. A primeira hipdtese apresentada é a de que
ocorreu a funcionalizacao da nanoparticula pelo aminoécido, de forma que este impede

a formagao de agregados, como ilustrado na figura 3.15.
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Figura 3.14: BiNPs diluidos em (a) dgua, (b) leucina, (c) valina, (d) tirosina, (e) fe-
nilalanina, (f) histidina, (g) glicina, (h) isoleucina, (i) dcido aspartico, (j) metionina,
(k) treonina, (1) serina, (m) acido glutdmico, (n) arginina, (o) asparagina, (p) glutamina,

(q) prolina e (r) cisteina.

Figura 3.15: Tlustracao de moléculas ligadas quimicamente as nanoparticulas impedindo
a formacao de agregados de nanoparticulas.

42



Capitulo 3. Resultados e discussoes

A cisteina é um aminodcido presente em diversas proteinas do corpo humano e,
além disso, assume fungoes reguladoras do metabolismo e de diversos processos como
o de oxirreducao, sintese de proteinas e desintoxicacdo. Niveis anormais de cisteina sao
associados a uma série de problemas indo de lesdes na pele a danos no cérebro [38], de
forma que seu uso se faz necessario em uma série de medicamentos e complementos
alimentares.

A necessidade de realizar a determinacio de concentracoes deste aminodcido faz
com que varias técnicas de deteccao sejam empregadas. Usualmente utilizam-se técnicas
como a cromatografia de liquidos, a espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR), a espectrometria de massa, entre outras [39]. Para estudar a possi-
bilidade da utilizagdo das nanoparticulas produzidas neste trabalho na determinacao
quantitativa da concentracao de cisteina em uma solugdo aquosa, realizamos um estudo

mais aprofundado dos mecanismos de interacdo das BiNPs com a cisteina.

3.3 Interacao das nanoparticulas de bismuto com a cis-

teina

Analisando as estruturas quimicas dos aminoécidos estudados, notamos que o radical
que difere a cisteina dos demais é o radical sulfanilo (SH). Este radical apresenta alta
reatividade — ja foram relatadas interacoes da molécula de cisteina com nanoparticulas
de 6xido de vanddio [40, 8] e de prata [7] através do grupo SH.

Para testar a reatividade das nanoparticulas produzidas com radicais contendo enx-
ofre adicionamos uma gota de uma solucao aquosa de tiossulfato de sddio as nanoparticu-
las. Em solucado aquosa, ha a separacdo do sédio e do anion tiossulfato, representado
na figura 3.16.

Imediatamente apds a adi¢do o coloide comegou a mudar sua aparéncia. Apds um

minuto, a amostra apresentava coloragdo amarelo-esverdeada, conforme mostrado na

43



Capitulo 3. Resultados e discussoes

s 1

S
04 o O
O

Figura 3.16: Estrutura do dnion tiossulfato.

figura 3.17.

Figura 3.17: BiNPs produzidas em dgua sem (esquerda) e com (direita) adi¢do de
tiossulfato de sodio.

Dessa forma, fica verificada positivamente a alta reatividade das nanoparticulas
produzidas com radicais contendo enxofre. Somando isto ao fato de que a cisteina foi
0 Unico aminodcido reativo, sugerimos que o mecanismo responsavel pela modificagao
da cor das BiNPs envolve reactes iniciadas pelo grupo sulfanilo. Investigagoes mais
aprofundadas sobre este mecanismo serdo apresentadas.

Focando na aplicabilidade das BiNPs na detecgao de cisteina, investigamos a res-
posta das amostras a diferentes concentracbes do aminoacido. Foram preparadas
solucoes contendo BiNPs e diferentes concentracoes de cisteina variando em escala
logaritmica de 8,85 nM até 8,85 mM (figura 3.18).

Observa-se que ocorre a transicdo abrupta de coloragdo na faixa entre 88,5 uM e
885 M. Na figura 3.19, podemos ver os espectros de UV /Vis destas amostras.

Vemos que a mudanga da coloracdo marrom para o transparente se deve a queda
de absorc¢ao logo no inicio da regiao visivel do espectro (> 400nm). Na amostra
com 885 uM, o pico de absorgao localizado na regido de ressonancia dos plasmons de

superficie (257 nm) néao se altera e uma banda distinta de absor¢do se torna evidente.
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Figura 3.18: BiNPs com adicao de diferentes concentragoes de cisteina.
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Figura 3.19: UV/Vis das amostras de BiNPs com diferentes concentragoes de cisteina.
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Através do ajuste de duas fungbes gaussianas, é possivel determinar que a posigao do
centro desta segunda banda é 322 nm.

Na amostra com 8,85 mM ocorre um ligeiro redshift no pico de ressonancia dos
plasmons de superficie e a segunda banda se torna mais evidente. Utilizando o mesmo
procedimento, verificamos que esta segunda banda estd centrada em 338 nm.

Para analisar a faixa de transigdo, refizemos a mesma experiéncia variando a con-
centracio de cisteina entre 80 e 800 M. E possivel observar o gradiente de coloracio

das amostras na figura 3.20.

Figura 3.20: BiNPs com adigao de (a) 0, (b) 80, (c) 160, (d) 240, (e) 320, (f) 400, (g)
480, (h) 560, (i) 640, (j) 720 e (k) 800 puM de cisteina.

Os espectros de UV /Vis s@o mostrados na figura 3.21.

Com a adigdo de 80 puM de cisteina, ocorre um acréscimo na absorbancia para
quase todo o espectro. A partir dai, o aumento na concentracao de cisteina provoca o
decréscimo da absorc¢ao, sobretudo a partir dos 400 nm. Através desse experimento, foi
possivel observar a gradual intensificagdo de uma banda de absorc¢ao proxima a 320 nm.

A curva pontilhada na figura 3.21 representa a absor¢ao de uma solugao de cisteina
com concentragao de 1,6 mM (o dobro da concentragdo na amostra de BiNPs com maior
quantidade do aminodcido). A comparagao desta curva com os espectros de absor¢ao
das amostras de nanoparticulas revela que a segunda banda de absor¢ao nao é resultado
da soma da absorcéo da cisteina e, portanto, é devida ao produto da interacio entre

esta com as nanoparticulas.
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Figura 3.21: UV /Vis das amostras de BiNPs com diferentes concentragoes de cisteina
e de uma solucao aquosa de cisteina.

Uma das hipoteses levantadas para explicar o que leva a modificacdo do espectro de
absorcao das nanoparticulas é de que as moléculas de cisteina poderiam estar se ligando
quimicamente as nanoparticulas. Li et al. observaram [5] a modificagao na posi¢ao do
pico de absor¢ao por ressonancia de plasmons de superficie de nanoparticulas de ouro
apos a ligacdo das nanoparticulas a determinadas moléculas.

Outra hipodtese levantada foi de que poderia estar ocorrendo um processo de oxi-
dacdo/redugao entre nanoparticulas e moléculas de cisteina. Para determinar se estava
ocorrendo o surgimento ou desaparecimento de algum 6xido com a adi¢do do amino-
acido, realizamos medidas de difragao de raios X nas amostras de BiNPs puras e de

BiNPs com aproximadamente 10 mM de cisteina. As amostras foram preparadas como
descrito na Secao 2.2.3.
As amostras de BiNPs puras se mostraram bastante sensiveis a centrifugacao, for-
mando duas fases distintas. As amostras com cisteina (transparentes) aparentaram

nao sofrer qualquer modificacdo durante a centrifugagdo — nao foi possivel notar a
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presenca de nanoparticulas decantadas, mas a coleta do liquido da regido supostamente
mais concentrada foi feita da mesma maneira.

Os difratogramas das amostras sdo apresentados nas figuras 3.22 e 3.23.
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Figura 3.22: Difratograma da amostra de BiNPs sem cisteina. Os picos indexados sao
pertencentes ao bismuto metélico.

Todos os picos observados na amostra foram identificados como tendo sido pro-
duzidos pelos planos (012), (104) e (110) do bismuto metalico através da comparacao
com a base de dados cristalografica do ICDD. A banda larga centrada proximo a 25° é
referente ao espalhamento produzido pela agua e pelo substrato de vidro.

A completa auséncia do sinal de difracdo do Bi9Os3 indica que, se ha éxidos nas
nanoparticulas, eles ocorrem em pequenas regides de forma que sua intensidade de
difracdo é imperceptivel. Comparando com os resultados do XPS, sugerimos que as
nanoparticulas produzidas apresentam uma estrutura do tipo core-shell, com uma fina
camada de 6xido na superficie e niicleo metélico, sendo que esta superficie pode estar
sendo oxidada durante a secagem das amostras.

A auséncia de picos de difracdo na amostra com cisteina é o resultado de um pro-

blema sistemético na preparacado das amostras. Durante a centrifugagao, as nanoparticu-
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Figura 3.23: Difratograma da amostra de BiNPs com cisteina.

las ndo se agruparam no fundo do eppendorf, de modo que a amostra preparada nao
continha uma concentragdo grande o suficiente para difratar o feixe com intensidade
detectavel.

A experiéncia foi refeita utilizando uma amostra preparada através da centrifugacao
a uma velocidade de rotacdo de 14000 rpm. Nesta velocidade, as nanoparticulas das
amostras sem cisteina decantaram no fundo do recipiente, de onde nédo foi mais possivel
remové-las. No entanto, o resultado com a amostra com cisteina permaneceu o mesmo.

Uma vez que a amostra sem cisteina nao apresenta grande estabilidade, houve a sus-
peita de que suas nanoparticulas agregassem e que, s6 entao, elas fossem agrupadas no
fundo do recipiente. Como as nanoparticulas com cisteina se tornam estaveis, o mesmo
nao aconteceria. Para verificar se a velocidade de centrifugacao é adequada, consider-
amos o potencial associado & forca inercial® provada pelas nanoparticulas no referencial
nao-inercial do recipiente que esta sendo rotacionado. Por brevidade, chamaremos estas

grandezas de potencial centrifugo e de forca centrifuga, respectivamente.

2Forcas inerciais nao sao forcas reais, sendo introduzidas como um artificio que permite a escrita
das equagdes de movimento de particulas num referencial ndo inercial através de equagdes semelhantes
a de Newton: F' = mad

49



Capitulo 3. Resultados e discussoes

Considera-se um grupo de particulas ndo interagentes de raio r, sendo centrifugadas
a uma velocidade angular w. A centrifugacao é feita através da rotacdo do recipiente
com profundidade h localizado a uma distancia R do centro de rotacao, conforme

ilustrado na figura 3.24.

. h
b 71—

Figura 3.24: Tlustracao do processo de centrifugacao.

A forga centrifuga provada por uma particula na posi¢do z no referencial nao-inercial

do recipiente é dada por:

- 4 .
Fo = (pBi - pégua)gﬂ-r3 w2(R + Z)Z7

onde ppi é a densidade de massa da particula e psgy, € a densidade de massa da dgua.
O potencial centrifugo Ug associado a esta forca obedece a equagao VU, = —F¢. Como
estamos interessados apenas nas ordens de grandeza, assumimos que R > h (de fato,
h =~ 0,15R) de forma que R + z ~ R. Com esta aproximagao, o potencial assume uma

forma simples:

4
Uc(z) = —Foz = — (,03777‘3> w?Rz, (3.1)

onde definimos p = pp; — pPagua-
Se as nanoparticulas apresentam uma energia que é funcao da posicdo z, podemos
calcular a distribuicdo de nanoparticulas para cada posicao utilizando a distribuicao de

Boltzmann [41]:
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- Ue(z) - Uc(h)> oy | (o) WAR(z — h)
n = exrp ( — 7 ) =ew pgm’ %7 | (3.2)
onde k é a constante de Boltzmann. Substituindo as varidveis por seus valores reais ou

aproximados (p = pp; — pagua = 8,78 g/cm?, R = 10cm, w = 1466rad/s, h = 1,5cm,

T = 300K), temos a seguinte distribuicao.

1 T T

r=1nm ——
r=2nm
0.8 r=10nm
r=20nm

0.6 —

0.4 —

Distribuigao (un. arb.)

0.2+ =

0 . n
0 0.5 1 1.5 2
h -z (mm)

Figura 3.25: Distribui¢do de Boltzmann em func¢éo da posi¢do para nanoparticulas com
diferentes raios apds centrifugacao.

Este resultado deixa claro que mesmo as nanoparticulas pequenas (com 2nm de
didmetro) deveriam ter sido agrupadas no fundo do eppendorf (de fato, a grande
maioria deveria ficar contida numa regiao a menos de 1 mm do fundo). Uma vez que
as nanoparticulas em cisteina apresentaram resultados diferentes deste, é sugerido que
a diferenca entre o processo descrito e a amostra estudada encontra-se na consideragao
inicial de que as nanoparticulas sdo ndo interagentes.

As amostras de nanoparticulas com e sem cisteina foram entéo levadas ao microscé-
pio eletronico de transmissao.

Nestas amostras, as nanoparticulas foram encontradas apenas em regides com acu-

mulo de cisteina, que ocorreram nas proximidades da parte metalica do porta-amostras,
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Figura 3.26: Imagem de TEM das amostras com adicao de cisteina sob baixa magnifi-
cagdo. Observa-se o acimulo de cisteina préximo a regido metdlica do porta-amostra —
Ampliagdo: 250 X

conforme mostrado na figura 3.26. A localizagdo das nanoparticulas preferencialmente
préximas as grades de cobre é um indicio de que as nanoparticulas apresentam actimulo
de cargas eletrostaticas.

O acumulo de cargas eletrostaticas explica também a impossibilidade de agrupar
grandes quantidades de nanoparticulas através da centrifugacdo, uma vez que a repulsao
eletrostatica entre elas farda o papel de manté-las em suspensao. Essa hipdtese ainda
explica a estabilidade adquirida pela amostra apés adigdo de cisteina.

A imagem de TEM de alta magnificagdo das amostras com cisteina é apresentada
na figura 3.27.

Observa-se nessa figura a presenca de nanoparticulas com formatos mais irregulares
do que as produzidas em agua (figura 3.8). Essa aparente mudanca de formato das
NPs ainda requer um estudo mais detalhado, mas em algumas delas é possivel observar
a existéncia de um contorno mais claro, o que poderia representar um actimulo de

cisteina em torno das nanoparticulas. Se este aciimulo existe e se ele ja ocorre quando
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5 nm -

Figura 3.27: Imagem de TEM das nanoparticulas com adigdo de cisteina — Ampliagao:

80 kX

as nanoparticulas estdo em solucao, ele explicaria a modificagdo do espectro de UV /Vis
das nanoparticulas [5].

As amostras ainda foram analisadas através de SAED. Os resultados sdo mostrados
nas figuras 3.28 e 3.29.

A identificagdo das estruturas foi feita através da comparacdo entre as distdncias
interplanares calculadas e o banco de dados do ICDD, admitindo desvios relativas
mdximos entre o valor calculado e o valor tabelado de 3%. Foram considerados apenas
os planos que difratam com maior intensidade (no minimo 10% da intensidade do
pico de difragdo mais intenso para aquele material). Esse resultado é apresentado na
tabela 3.1.

A amostra sem cisteina apresenta a fase metéalica do Bi e a fase § do BixO3. A
presenga de um 6xido ja era esperada pelos resultados de XPS. A relagdo entre os
niumeros de spots relacionados a cada fase confirmam que a quantidade de 6xido é

bastante reduzida e, como os resultados das outras técnicas ja apresentados sugerem,
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Figura 3.28: Padrao obtido pela difragdo de elétrons em area selecionada das
nanoparticulas produzidas em dgua sem adicdo de cisteina (esquerda) e o mesmo
padrao com inclusao dos valores das distancias interplanares calculadas para cada spot
(direita). O circulo azul envolve o padrao de espalhamento produzido pelo filme amorfo
de carbono do porta-amostras e foi utilizado para definir o centro do padrao de difragao
com maior precisao.

Tabela 3.1: Tabela dos valores calculados de distancias interplanares d, identificados e
indexados de acordo com o banco de dados do ICDD — Amostra sem cisteina.

d (A) | Material | h k1 | digperado (A) | Desvio (%)
3,40 | B—DBi03| 210 3,4619 1,8
3,28 Bi 012 3,2800 0,0
2,44 Bi 104 2,3700 3,0
2,34 Bi 104 2,3700 1,3
2,29 Bi 110 2,2730 0,7
2,00 Bi 112 1,9700 1,5
1,69 | B—BiO3 | 203 1,6896 0,0
1,59 | B—BixO3 | 402 1,5951 0,3
1,55 Bi 107 1,5560 0,4
1,54 Bi 107 1,5560 1,0
1,48 Bi 116 1,4910 0,7
1,46 Bi 122 1,4430 1,2
1,36 Bi 214 1,3300 2,3
1,35 Bi 214 1,3300 1,5
1,30 Bi 214 1,3300 2.3
1,07 Bi 312 1,0738 0,4
1,04 Bi 0111 1,0399 0,0
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presente apenas na superficie da amostra.

Figura 3.29: Padrdo obtido pela difragdo de elétrons em &rea selecionada das
nanoparticulas produzidas em dgua com adigdo de cisteina (esquerda) e o mesmo
padrao com inclusdo dos valores das distancias interplanares calculadas para cada spot
(direita). O circulo azul envolve o padrao de espalhamento produzido pelo filme amorfo
de carbono do porta-amostras e foi utilizado para definir o centro do padrao de difracao
com maior precisao.

Varios valores de distancias interplanares ndo foram identificados como pertencendo
a nenhum dos compostos conhecidos do bismuto. Estes sao relacionados, provavelmente,
a compostos baseados na cisteina.

Entre os compostos identificados estdao o Bi metéalico e a fase § do 6xido de bis-
muto, um resultado idéntico ao da nanoparticula sem adicao de cisteina. Desta forma,

descartamos a acao da cisteina como um agente redutor ou oxidante da nanoparticula.

Como o SAED néo apontou modifica¢bes estruturais nas nanoparticulas, foram rea-
lizadas medidas de ressonancia magnética nuclear na tentativa de elucidar o mecanismo
de interacdo entre cisteina e BiNPs. Foi medido o deslocamento quimico do niicleo ' H
para rastrear as reag¢des ocorrendo com a cisteina.

Foi medido o espectro de RMN de uma solugdo aquosa de cisteina para utilizagdo

como referéncia. Este resultado estd apresentado na figura 3.30.
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Tabela 3.2: Tabela dos valores calculados de distiancias interplanares d, identificados e
indexados de acordo com o banco de dados do ICDD — Amostra com cisteina.

d (A) | Material | h k1| dipetado (A) | Desvio (%)
3,33 - - - -
316 | B— BiaO3 | 201 |  3,1902 0,9
2,37 Bi 104 2,3700 0,0
2,36 Bi 104 2,3700 0,4
2.34 Bi 104 | 2,3700 1.3
2.5 Bi 110 22730 1,0
2.21 : : : :
2,19 ; - ; -
1,87 Bi 202 1,8680 0,1
1,84 Bi 202 1,8680 1,5
1,82 Bi 202 | 1,8630 2.6
1,80 ; - : ;
1,52 Bi 116 1,4910 1,9
1,48 Bi 116 | 1,910 0.7
1,47 Bi 116 | 1,910 1.4
1,42 Bi 122 | 1,430 1,6
1,40 Bi 122 1,4430 3,0
1,34 Bi 214 1,3300 0,8
1,31 Bi 214 1,3300 15
1,30 Bi 214 1,3300 2.3
1,29 Bi 214  1,3300 3.0
1,28 3 3 3 3
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4.2 4 3.8 3.6 3.4 3.2 3 2.8
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 3.30: Espectro de ressonancia magnética nuclear do nticleo ! H para uma amostra
de cisteina em solucao aquosa.

Observa-se os picos de ressonancia conhecidos da cisteina, localizados em 3,992 ppm,
3,984 ppm, 3,976 ppm, 3,130 ppm, 3,121 ppm, 3,105 ppm, 3,096 ppm, 3,057 ppm, 3,051 ppm,
3,032 ppm e 3,026 ppm. Além desses, hé a presenca de sinais fracos em torno de 3,2 ppm
e 3,4ppm. Esses sinais sdo conhecidos e pertencem a cistina. Essa molécula é formada
a partir da dimerizacao da cisteina através do radical SH, o que acontece naturalmente
em solucdo aquosa.

Essa solugao foi medida aproximadamente uma hora apds sua preparacao. Com
base na baixa intensidade do sinal da cistina, verificamos que a formacao de cistina
(4,177 ppm, 4,168 ppm, 4,157 ppm, 4,147 ppm, 3,456 ppm, 3,447 ppm, 3,419 ppm, 3,409 ppm,
3,268 ppm, 3,248 ppm, 3,231 ppm e 3,210 ppm) em solugdo aquosa é relativamente lenta.

Uma amostra com aproximadamente 0,5 mL de BiNPs em agua foi medida com
adicdo de diferentes quantidades de cisteina em solugdo aquosa com concentracao de
3,5mM. As medidas foram realizadas logo apods a adicdo da cisteina e duraram em
média 5 minutos. Os espectros sdo mostrado na figura 3.31.

Observou-se o desaparecimento completo dos sinais da cisteina e a sua substituicao
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42 gotas

22 gotas

12 gotas

Cisteina

I L] L L] I L] L] L] I L] L] L] I L] L] L] I L] L] L] I L] L L] I L] L) L] I
42 4 3.8 3.6 3.4 3.2 3 2.8
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 3.31: Espectros de ressonancia magnética nuclear do niicleo 'H para uma
amostra de aproximadamente 0,5 mL de BiNPs em dgua com adicdo de diferentes
quantidades de uma solugao aquosa com concentragao de 3,5mM de cisteina (em preto).
Em azul, o espectro desta solucédo pura.
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pelos picos relacionados a cistina. Conclui-se que as nanoparticulas aceleraram o
processo de formacdo da cistina, fazendo com que o sinal da molécula precursora
desapareca completamente.

Conforme explicado anteriormente, a cistina é um aminoédcido formado pela dimeri-

zagdo da cisteina. A estrutura da cistina é mostrada na figura 3.32.

Figura 3.32: Estrutura da molécula de cistina.

Na conversao da cisteina em cistina, ocorre a liberacdo de dois fons H* e de dois
elétrons (figura 3.33). Uma vez que a reagao de dimerizagdo do aminodcido é fortemente
acelerada pela presenca de BiNPs, é esperado que essa reacao ocorra nas proximidades
da superficie das nanoparticulas. Dessa forma, sugerimos que os elétrons liberados
na oxidagdo da cisteina sejam capturados pelas nanoparticulas que adquirem carga

eletrostatica.

+ 2e

Figura 3.33: Reacgdo de dimerizagdo da molécula de cisteina em cistina. Ocorre a
oxidacao da molécula e liberacdao de fons H™
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Com as nanoparticulas carregadas é possivel que as moléculas de cistina sejam a
elas complexadas devido a interacoes eletrostaticas, dando origem a modificacdo do
espectro de absorcao.

Para estudar o efeito de altas concentragdes de cisteina na amostra de BiNPs,
a experiéncia foi refeita acrescentando-se grandes quantidades de cisteina sélida aos

0,5 mL de nanoparticulas em agua. Os resultados sdo apresentados na figura 3.34.

+2Hl ﬁ 10 mg
[
SN T 6 mg
M AAA 4 mg

3.4 3.2 3 2.8
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 3.34: Espectro de ressonancia magnética nuclear do nticleo ! H para uma amostra
de aproximadamente 0,5 mL de BiNPs em 4dgua com adigao de diferentes quantidades
de cisteina em pb — o espectro é apresentado em outra faixa, excluindo o pico proximo
aos 4 ppm da cisteina que satura o detector.

Na amostra com adicdo de 8 mg de cisteina ocorre o aparecimento de bandas de
ressonancia proximas a 3,05ppm e 3,12ppm. Com o aumento da quantidade para

10 mg e para 15 mg torna-se perceptivel que esse é o sinal da cisteina, porém com uma
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maior largura de linha. Note que esse ultimo espectro apresenta um faixa de varredura
diferente dos resultados apresentados anteriormente para excluir os picos da cisteina
préximos a 4 ppm que adquirem valores extremamente altos, saturando o detector.

Concluimos que existe uma concentragio de saturagdo em que a cisteina deixa de
ser totalmente convertida em cistina, ocorrendo o aparecimento da molécula original
no espectro e, no entanto, o sinal da cistina ainda é intensificado.

As razoes do alargamento dos picos no espectro de RMN sdo, normalmente, flu-
tuacoes na intensidade do campo magnético no interior da amostra causado por ino-
mogeneidades na mesma, falha do equipamento ou por impurezas paramagnéticas [42].
Nenhuma dessas explicagoes parece adequada a nossa observacdo, uma vez que apenas

o sinal da cisteina aparece alargado.

3.4 Determinacao da concentragcao de cisteina utilizando

as BiNPs

Uma das formas mais simples para determinacdo da concentracio de cisteina é através
da medida da intensidade de absorcao da luz. Para isto, os espectros apresentados
na figura 3.21 foram analisados em diversos comprimentos de onda como funcao da
concentragao de cisteina. O resultado é mostrado na figura 3.35.

Para a maioria das curvas podemos notar que a intensidade da absorcao sofre
um aumento quando é adicionado 80 uM de cisteina. A partir deste ponto ocorre o
decréscimo da absorbéancia até a saturacao que, para comprimentos de onda acima dos
400 nm, é préxima de zero.

Vemos que a curva de absorcao para determinados comprimentos de onda é adequada
para a determinagdo da concentracio de cisteina em determinadas faixas. A absor¢ao
em 450 nm, por exemplo, pode ser utilizada na determinacao da concentracao de cisteina

numa faixa variando de 80 uM a 720 pM e ainda apontamos para a possibilidade de
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Figura 3.35: Intensidade da absorgdo em diversos comprimentos de onda em fungao da
concentracao de cisteina

poder variar os limites de deteccdo da cisteina através da dissolucdo do coloide de
nanoparticulas, uma vez que o fator a ser mantido na mesma faixa é a concentragao
relativa entre nanoparticulas e moléculas de cisteina. Estes resultados indicam que as
nanoparticulas apresentam grande potencial para aplicacdo na detecgdo quantitativa e

seletiva de cisteina.
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Conclusoes e consideracoes finais

Produzimos nanoparticulas através da ablacdo de um alvo de bismuto imerso em agua e
em acetona. Os coloides foram caracterizados por meio de diversas técnicas que permi-
tiram a obtencao de informagoes morfoldgicas, Opticas e estruturais das nanoparticulas.
Durante a producdo, foi observada uma elevada taxa de producdo, sendo possivel a
saturacao da quantidade de nanoparticulas em 4 mL de solvente apés 2 min. Na amostra
em agua, identificamos o pico de absorcao relacionado a ressonancia dos plasmons de
superficie em 257nm. Esse resultado concorda com a caracterizacdo estrutural que
indica a existéncia predominante de bismuto metalico na nanoparticula. Foi mostrado
que na superficie dessas nanoparticulas ocorre a formagao da fase tetragonal 8 do
BisOs.

As amostras apresentaram grande distribuicdo de tamanhos mas, preferencialmente,
didmetros menores do que 50nm. As NPs em dgua exibiram uma intensa emissao
em 414nm quando excitadas por uma fonte com 337nm. Embora nao tenhamos
compreendido a origem desta emissao, a existéncia de um sinal de luminescéncia por
nanoparticulas é um resultado de grande importancia sobretudo visando sua aplicacao
como marcador biolégico.

Investigamos as interagoes de diversos aminoacidos com as nanoparticulas produzi-
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das e descobrimos o potencial para aplicagdo destas como um sensor seletivo da cisteina.
Visualmente, a adi¢do desta molécula provoca a mudanca de cor do coloide, que vai de
marrom escuro para transparente em poucos segundos. Ainda foi observado que estas
amostras se tornam estéaveis por longos periodos de tempo.

Diferentemente das nanoparticulas de bismuto em dgua sem adigao de cisteina, a
centrifugacdo destas amostras néo resultou na separacao de fases do coloide. Ainda foi
observado na microscopia eletronica de transmissdo que as nanoparticulas tendem a
se agrupar nas regioes em torno da grade metéalica utilizada como porta-amostras. De
acordo com estes resultados, concluimos que as nanoparticulas adquirem uma carga
eletrostatica devido a sua interagdo com a cisteina.

Um estudo das curvas de absor¢ao das BiNPs em funcdo da concentragao de cisteina
mostrou que ocorre uma modificacdo gradual do espectro, que inclui a criacdo de
uma segunda banda de absorcdo préxima a 320nm e o decréscimo da absorcdo na
regido visivel, o que efetivamente produz a transparéncia do coloide. O estudo destes
espectros em funcao da concentracao indicou a possibilidade de realizar a determinacao
da quantidade de cisteina adicionada a solucdo. Desta forma, as BiNPs podem ser
empregadas como um sensor quantitativo deste aminoacido.

O mecanismo fisico de interacdo da cisteina com as nanoparticulas foi compreendido
através da técnica de ressondncia magnética nuclear que revelou que ocorre a imediata
dimerizagdo da cisteina em cistina. Com base nos resultados apresentados, sugerimos
que os elétrons liberados na reacdo de oxidacao do radical SH sdo responsaveis pela
suposta carga adquirida pelas nanoparticulas.

As amostras produzidas neste trabalho apresentam grande aplicabilidade em sis-
temas biologicos devido a conhecida baixa toxicidade do bismuto, podendo atuar prin-
cipalmente como marcadores biolégicos devido a sua luminescéncia. Além disso, as
nanoparticulas podem ser utilizadas como um sensor quantitativo de cisteina de facil

producao e deteccao, baixo custo e boa sensitividade.
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Trabalhos futuros

E sugerida uma investigacdo sobre a origem do sinal de luminescéncia nas amostras
produzidas em dgua. Além disso, novas experiéncias da interagdo das amostras com a
cisteina variando a concentracdo de nanoparticulas poderiam confirmar a possibilidade
de modificar a faixa de concentracoes detectiveis deste aminoacido.

Ainda é necessario compreender a causa da aparente modificacdo das caracteristicas
morfoldgicas observadas através da microscopia eletronica de transmissdo nas amostras
em que foi adicionada cisteina e do alargamento do sinal no espectro de ressonancia

magnética nuclear apresentado na figura 3.34.
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Figura A.1: Estrutura quimica dos aminodcidos utilizados no teste de reatividade das
nanoparticulas de Bi.
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