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RESUMO

O estudo da eletro-oxidagdo do glicerol, um crescente produto excedente da
industria em biocombustiveis, € uma area com muitos fatores a serem
compreendidos, em especial nos seus processos mecanisticos. O uso de técnicas
espectroscopicas, como o Raman, €& um horizonte pouco explorado na
espectroeletroquimica do glicerol. Tal técnica € viavel no monitoramento de reagdes
em superficies gracas ao efeito SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy), e
sua capacidade de aumentar o sinal Raman das reagdes estudadas. Uma das
formas de se obter efeito SERS é por meio da técnica SHINERS (Shell-Isolated
Nanoparticle-Enhanced Raman Spectroscopy). Assim, o presente trabalho buscou
estudar a sintese de nanoparticulas SHINERS de prata para aplicagdo em
espectroeletroquimica. Os resultados obtidos permitiram delimitar técnicas para
sintese dessas nanoparticulas, detectando co-produtos indesejados como nanofios
e contornando o problema por meio de alteragdo da sintese por ajuste de pH,
técnica ja conhecida anteriormente dessa vez aplicada também para SHINERS.

Palavras-chaves: espectroeletroquimica, SERS, SHINERS, espectroscopia Raman,
glicerol.



ABSTRACT

The study of the electro-oxidation of glycerol, a growing surplus product from the
biofuels industry, is an area with many factors to be understood, particularly in its
mechanistic processes. The use of spectroscopic techniques, such as Raman
spectroscopy, is a less explored horizon in glycerol spectroelectrochemistry. Such a
technique is feasible for monitoring surface reactions due to the Surface-Enhanced
Raman Spectroscopy (SERS) effect and its ability to enhance the Raman signal of
the studied reactions. One way to achieve the SERS effect is through the
Shell-Isolated Nanoparticle Enhanced Raman Spectroscopy (SHINERS) technique.
Thus, the present work aimed to study the synthesis of silver SHINERS nanoparticles
for application in spectroelectrochemistry. The obtained results allowed the definition
of synthesis techniques for these nanoparticles, detecting undesired co-products
such as nanowires and overcoming the problem through pH adjustment in the
synthesis, a technique already known but now also applied to SHINERS.

Keywords: spectroelectrochemistry, SERS, SHINERS, Raman spectroscopy,
glycerol.
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1 INTRODUGAO

1.1 Producgao de biodiesel

A busca por criar matrizes energéticas renovaveis e de menor impacto
ambiental € um imperativo desse século. Diferentes geografias favorecem variadas
opgdes viaveis nessa busca. O Brasil, além de seu potencial edlico, hidrelétrico e
solar, apresenta uma posigao privilegiada no que diz respeito aos biocombustiveis.
Desde a crise do petréleo na década de 1970, paises do sul global passaram a
investir em combustiveis alternativos para reduzir a dependéncia em relacdo ao
petroleo de seu sistema rodoviario, tanto de cargas quanto de passageiros. As
alternativas que vém crescendo desde entdo sdo o etanol e o biodiesel, sendo o
segundo utilizado em mistura com o diesel derivado do petréleo, e é utilizado
principalmente em veiculos para transporte de carga. [1]

O biodiesel € uma das fontes de energia renovavel que recebe incentivo
estatal por meio da obrigatoriedade de que parte do diesel comercial
(predominantemente combustivel fossil) seja composto por biodiesel, imposigao
iniciada pela lei n° 11.097/2005. A porcentagem atual foi alcangada a partir de metas
estabelecidas na lei n° 13.263/2016, estabelecendo a meta de 10% de biodiesel em
volume na composi¢ao do diesel comercial para o ano de 2019. [2] Esse cenario
favorece um rapido crescimento na producdo de biodiesel no Brasil, conforme
ilustrado na Figura 1.

O biodiesel é produzido a partir de reagcado de 6leo vegetal ou animal e um
alcool, notavelmente o metanol, sendo a mistura acrescida de catalisador
(usualmente bases fortes como o NaOH). No Brasil, a principal fonte de 6leo € um
vegetal, a soja. A reagdo € um processo de transesterificagdo e tem como produtos
o biodiesel e o glicerol.

Assim, todo processo de producgao do biodiesel por transesterificacao possui
como co-produto o glicerol, obtido na forma de glicerina junto ao biodiesel e
separados por filtragdo, sendo que a cada 100 kg do produto,cerca de 90 kg séo
biodiesel e 10 kg glicerina. [3] Embora a glicerina possua uma ampla aplicagao

industrial, como na area dos cosméticos [4] a producdo de biodiesel elevada na



ultima década gerou grande excedente e desvalorizagdo. A conversao desse glicerol
excedente em produtos de maior valor agregado € uma das alternativas para seu
maior aproveitamento material e econémico.

Figura 1: volume da produgéo anual de biodiesel no Brasil, em 10° m®.

Producao anual de biodiesel no Brasil (108-m3)
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1.2 Eletrocatalise do glicerol

Embora a conversdo direta de glicerol em gas carbbdnico para geracéo de
energia seja pouco viavel na eletroquimica, a pesquisa por formas de converter o
glicerol em produtos de maior valor agregado € promissora, focada especialmente
na catalise, sendo a eletrocatalise um dos métodos mais promissores. Por meio de
eletrodos catalisadores de metais nobres, notavelmente platina, ouro e paladio, é
possivel obter produtos de maior valor como diidroxiacetona, gliceraldeido, acido
glicélico, acido glioxilico, acido tartrénico, acido oxalico e acido férmico.[6] Algumas
dessas possibilidades estéo ilustradas na figura 2. Os metais nobres apresentam a
vantagem de serem pouco reativos e estaveis mesmo em alta acidez ou basicidade.

No processo de eletrocatalise do glicerol, este esta presente em uma célula

eletroquimica de trés eletrodos (de trabalho, referéncia e contra-eletrodo), e a
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espécie € adsorvida na superficie do eletrodo de trabalho, onde ocorre transferéncia
de elétrons, quebra e formacgao de ligagbes, e portanto de novos produtos.

A eletrocatalise pode ser influenciada por diversos fatores, tais como a
natureza do catalisador, efeitos de liga e do ambiente eletroquimico. A natureza do
catalisador pode influenciar tanto a partir do seu material quanto a organizacéo de
superficie: platina pode oxidar o glicerol em potenciais menores quando em
monocristal ordenado.[7] A platina também permite catalisar, embora em menor
atividade, em meio acido, enquanto o ouro sé mantém sua atividade catalitica em
meio basico.[8] Ligas metalicas e suas diferentes proporgdes também podem alterar
significativamente a atividade catalitica. Uma aplicagdo comum sado nanoparticulas
bimetalicas suportadas em eletrodos de carbono, como PtRu ou AgPt. [9,10] Tais

fatores igualmente afetam a seletividade dos processos cataliticos.
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Figura 2: Possiveis rotas de conversao do glicerol [11]

Portanto, estudar os mecanismos da eletrocatalise por meio de métodos
espectroscopicos como a espectroscopia Raman pode ajudar a compreender melhor
0 processo como um todo e abrir caminho para inovagdes na area de eletrocatalise
[12].

1.3 Mecanismos: espectroscopia e estado da arte

O uso de recursos espectroscopicos € uma ferramenta poderosa para o
monitoramento de processos reacionais na superficie do eletrodo, especialmente o
papel de intermediarios [13]. Devido aos processos eletroquimicos ocorrerem

primariamente na dupla camada elétrica na superficie dos eletrodos, a obtencao de
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dados espectroscopicos proximos a superficie pode fornecer dados importantes. A
area que estuda processos eletroquimicos por meio de monitoramento
espectroscopico é conhecida como espectroeletroquimica.

As técnicas mais utilizadas na literatura incluem a espectroscopia Raman, de
fluorescéncia, UV-Vis, IR e de absorcao de raio-X. A espectroscopia UV-Vis, assim
como a de fluorescéncia, se destaca dentro da espectroeletroquimica em aplicagdes
ligadas a bioquimica e polimeros. [14,15,16] A absor¢édo em raio-X tem trazido
inovagdes no estudo de catalisadores mistos sem uso de platina[18] A
espectroscopia em infravermelho (IR) apresenta respostas importantes em estudos
de diversos compostos organicos, mas apresenta interferéncia consideravel em
meios aquosos.[18,19,20]

Dentre as técnicas espectroeletroquimicas, a espectroscopia Raman se
destaca: possui capacidade de obter informacgdes espectrais em frequéncias baixas
(100-700cm™), onde vibragbes do tipo adsorbato-superficie sdo usualmente
localizadas [21]. O espalhamento Raman da agua é fraco, e o uso de solventes néao

causa interferéncias consideraveis.

1.4 Efeito SERS e a técnica SHINERS

Devido ao efeito Raman ser muito fraco, isto é, apenas uma minima fragcao
dos fotons € espalhada em comprimento de onda diferente do incidido, € importante
que o sinal seja amplificado para que sejam obtidas bandas nitidas durante o
monitoramento. Para tal, € necessario se aproveitar do efeito SERS, o espalhamento
Raman amplificado por superficie (do inglés Surface-Enhanced Raman Scattering),
responsavel por criar ressonancia plasmoénica na superficie de metais na presenca
de luz. A ressonancia plasmoénica de superficie € uma oscilagdo da densidade
eletrbnica em superficie eletronica, e € expressa por meio das quasiparticulas
plasmons. O efeito SERS causa um aumento na intensidade dos sinais Raman,
permitindo a visualizagdo de bandas antes imperceptiveis.[22] Essa técnica permite
obter bandas de mesmo uma unica molécula de forma n&o destrutiva. A ressonancia
plasménica de superficie (SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance) pode ser

controlado por fatores como forma e composi¢ao da superficie.
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O efeito SERS € potencializado pela geometria da superficie do metal:
superficies enrugadas, especialmente ouro, cobre e prata, apresentam forte efeito
SERS. Na eletroquimica o uso de eletrodos enrugados, notavelmente de prata é
muito utilizado, apesar de limitar suas aplicagdes apenas a sistemas que metais com
efeito SERS sejam ativos. Uma das primeiras alternativas apresentadas foi a técnica
TERS (Tip-Enhanced Raman Spectroscopy), em que independente do substrato
uma molécula pode ser monitorada gragcas ao efeito SERS de uma ponteira
nanométrica de ouro. Apesar da técnica TERS dispensar a necessidade de uma
superficie especifica, a area da ponteira € pequena e os analitos ficam restritos
aqueles com grandes segodes transversais. [23]

Outra maneira de obter o mesmo efeito, de forma mais controlada, sem a
necessidade de modificar o substrato, é utilizar nanoparticulas de ouro, ou prata,
controlando suas caracteristicas como forma e tamanho para otimizar o efeito SERS
de cada sistema.[24] As nanoparticulas possuem a vantagem adicional de poderem
ser usadas em eletrodos de outros metais além dos mais indicados para o efeito
SERS. Assim, é possivel utilizar nanoparticulas de ouro e prata em eletrodos como
os de platina e carbono.

Nanoparticulas s&o nanoestruturas do tipo 0D, ou seja, apresentam
dimensdes nanométricas em todas as dimensdes. Nanoparticulas podem ser
sintetizadas por métodos top-down, em que estruturas maiores sdo decompostas em
menores, ou bottom-up, em que as nanoparticulas se formam a partir de estruturas
menores, como moléculas.[23]

Entre as sinteses fop-down de nanoparticulas metalicas encontra-se a
ablacao a laser, em que um feixe de laser irradia a superficie de uma peca metalica
imersa em solucdo, onde ocorre a sublimagao do metal e sua rapida solidificacdo em
solucdo, como é realizado para formar nanoparticulas esféricas de ouro ou prata.
Apesar de ser um rapido e de boa monodispersao, o equipamento apresenta alto
custo de implementagéao.[24]

Ja entre as sinteses bottom-up, um dos métodos de maior monodispersao € a
agregacao foto-induzida em solugdo de nitrato de prata, em que suspensao
inorganica é utilizada como agente estabilizante e previne a prata reduzida pela

radiacdo de se aglomerar em particulas maiores. O método foto-induzido requer
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equipamento semelhante ao da ablagao a laser e portanto um custo muito elevado
dos equipamentos.[25]

As técnicas mais acessiveis em termos de custo e equipamento envolvem a
reducdo quimica de um sal metalico. Usualmente se utiliza um sal metalico, um
agente redutor e um agente estabilizante, este ultimo visando manter a estabilidade
das nanoparticulas apés a sintese, evitando sua aglomeragao.

Os agentes estabilizantes podem atuar por efeito estérico, como a
polivinilpirrolidona (PVP), ou o polivinil alcool (PVA), em que suas moléculas
adsorvem na superficie da nanoparticula e impede o contato entre particulas [26] ou
eletrostatico, como é o caso do citrato de sddio, que mantém repulsdo de carga
entre superficies das particulas, reduzindo a chance de que suas colisbes em meio
coloidal sejam favoraveis a aglomeragao.[10] Os agentes redutores incluem o
borohidreto de sdédio, o etileno glicol e o citrato de sodio, sendo este ultimo
especialmente interessante por ter capacidade de agir também como agente
estabilizante.

Um exemplo notavel de sintese bottom-up de nanoparticulas metalicas é o
método de Turkevich, conhecido desde 1940 e descrito e popularizado em 1951.[27]
O método consiste na reducédo de sal metalico via citrato de sédio. Os mecanismos
que levam a formacgao das nanoparticulas comegaram a ser melhor descritos muito
mais tarde. Um artigo de revisdo de 2012 por Wuithschick. et al [28] traz um amplo
panorama dessa investigacdo, com énfase no papel da formacdo de pequenos
nucleos (do inglés: seeds) na etapa inicial e seu posterior crescimento. Essa técnica
€ vantajosa por ser possivel controlar com boa precisédo o tamanho das
nanoparticulas formadas e principalmente porque o agente redutor citrato, ao fim da
reagcdo com o resfriamento do sistema, torna-se um agente estabilizador, criando
uma estabilizacdo eletrostatica ao redor das nanoparticulas e evitando sua
aglomeragao. Uma maior concentragao de citrato, reduz o diametro meédio das
nanoparticulas.

A sintese de camada de silica em nanoparticulas € conhecida ao menos
desde a década de 1990.[29] No entanto, sua aplicagao para o uso do efeito SERS
foi inaugurada em 2010, onde Tian et al.[38] introduziu o termo SHINERS. (do inglés

Shell-Isolated Nanopatrticle-Enhanced Raman Spectroscopy) A formacéao de camada
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protetora, no caso de silica, é formada em duas etapas: a adsor¢cao da molécula de
(3-Aminopropyl)trimethoxysilane (APTMS) na superficie da nanoparticula, e a
posterior ligagdo com o silicato, formando uma camada de silica que cresce
enquanto a temperatura de reagdo é mantida. Quanto mais tempo o silicato estiver
no meio aquecido, maior sera a espessura da camada formada, portanto é de vital
importancia que o processo seja interrompido com banho de gelo, para um controle
preciso do tempo de crescimento da casca.

As nanoparticulas metalicas usadas para criar efeito SERS variam em forma,
composi¢cdo e tamanho. A literatura relata nanoesferas, nanorods, nanoconchas,
nanoflores e nanoestrelas.[33] As nanoesferas possuem seu efeito SERS controlado
por seu diametro. Um maior volume garante mais elétrons para serem excitados, ao
mesmo tempo que causa efeitos de amortecimento do campo. Assim, o diametro
ideal varia entre 30 e 100 nm.[30] Nanoconchas sdo esferas ocas e possuem
pequenas aberturas ‘pinholes’ em que se concentra o efeito plasménico, sendo
especialmente utilizado em aplicagdes in vivo.[31] Nanorods possuem forma de
comprimido e apresentam duas bandas SPR, uma longitudinal mais forte e outra
transversal mais fraca e pode ter seu maximo SPR variado mudando a razéo
largura/comprimento.[32] Nanoestrelas e nanoflores sdo estruturas extremamente
enrugadas com diversos “bragos” criando poderoso efeito SERS em sua grande
area de superficies.[34]

Quanto ao material, a prata apresenta uma atividade SERS maior que a do
ouro na maioria das nanoestruturas semelhantes, com amplificagao de sinal de dez
a cem vezes maior. No entanto, sua sintese é mais dificil de ser controlada com
precisdo, problema contornado parcialmente pela sintese de nanoparticulas de ouro
revestidas com camada de prata, tanto em nanoesferas como nanorods. As
nanoparticulas de prata também possuem menor estabilidade para armazenamento.

Um problema apresentado na aplicacédo de nanoparticulas é a interferéncia
quimica da superficie metalica nos processos eletroquimicos. A superficie da
nanoparticula de ouro ou prata podem atuar como catalisadores, causando
interferéncia indesejada e alterando consideravelmente os resultados. A adsorgéo
de espécies na superficie da nanoparticula também reduz a presenca do analito

diretamente no eletrodo, onde ocorre o fenbmeno de interesse.[35] A técnica
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emergente que visa superar esses problemas € a SHINERS, consistindo em revestir
as nanoparticulas com fina camada de material inerte, como silica ou alumina,
mantendo seu efeito SERS mas retirando sua interferéncia quimica.[36]

As nanoparticulas cobertas SHINERS podem ser aplicadas na superficie de
diferentes materiais sem causar interferéncia nos processos que ocorrem em sua
superficie, ao mesmo tempo que permanecem proximas o suficiente do analito para
criar forte amplificacdo SERS. Uma marca importante atingida pelas SHINERS em
seu artigo seminal [38] foi a de obter espectro Raman de hidrogénio adsorvido em
superficies monocristalinas, fato inédito devido sua se¢ao transversal extremamente
baixa. Nanoparticulas de ouro revestidas por silica foram capazes de permitir a
obtencgao das bandas de hidrogénio adsorvidos em Pt(111). [38]

O sucesso da técnica SHINERS esta relacionado principalmente a
capacidade de se criar nanoparticulas revestidas por camadas relativamente finas
de silica, didoxido de manganés ou alumina, na ordem de 2 a 8 nm. Suas aplicagbes
para além da espectroeletroquimica se estendem também no campo da analise in

situ e mesmo in vivo de material biolégico, como a detecc¢ao de pesticidas. [33]
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto foi obter nanoparticulas metalicas revestidas por
camada protetora, para aplicacdo em espectroeletroquimica SHINERS, assim como
seu método de sintese reprodutivel e sua devida caracterizacao.

Os objetivos especificos foram:

Obter as nanoparticulas SHINERS por método que possa ser reproduzido
com boa precisao.

Produzir protocolos dos métodos utilizados.

Caracterizar as nanoparticulas obtidas em cada procedimento.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sintese de nanoparticulas de prata

Para as sinteses foi utilizado um agitador magnético com aquecimento e um
banho para estabilizar a temperatura. Os frascos utilizados foram erlenmeyers com
capacidade de 50 ml, e a agitacdo magnética foi mantida por barra de agitacédo. As
medidas de pH foram sempre realizadas com indicador universal. Toda agua foi
purificada pelo sistema Milli-Q.

Os procedimentos foram baseados especialmente no trabalho de Li et al [37].
Os parametros a serem variados sao a concentragao de citrato, e o tempo de
aquecimento. Uma maior concentracéo de citrato tende a formar particulas menores.
Maior tempo de aquecimento aumenta o didmetro médio ao permitir maior tempo de
crescimento. A modificagdo da sintese com uso de base forte foi proposta por YANG
et al [39] e sdo responsaveis por acelerar a reagcao e prevenir a formacédo de

nanofios.

3.2 Caracterizagao fisica

3.2.1 UV-Vis

Nas medicbes de UV-vis foi utilizado um espectrofotdbmetro fotodiodo
ultravioleta-visivel, modelo Cary 50, marca Varian. Foi utilizado a faixa 300 nm a 800
nm. Amostras das nanoparticulas coloidais foram diluidas 4 vezes, em agua Milli-Q,
para evitar interferéncia devido ao excesso de absorbancia. As medidas foram
realizadas em cubeta de plastico transparente de 4 ml e lavadas com agua Milli-Q
entre cada medida. As amostras foram mantidas em ambiente escuro para evitar
sua deterioracdo.[40] A velocidade de varredura utilizada foi a padrdo do
equipamento (medium, 12000 nm/min). A analise dos espectros inclui observar o
comprimento de onda no ponto da banda de maxima absorbancia para determinar o
didmetro médio, e comparar a largura da curva como parametro de disperséo.

Para o preparo das amostras, 1 ml de solugao coloidal foi acrescido de 3 mi

de agua Milli-Q e agitadas em eppendorf isolado da luz, para serem transferidos
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para cubeta do espectrofotometro. Nas medidas com monitoramento, as aliquotas
de 1 ml foram retiradas durante a sintese com micropipeta, seguida do mesmo

processo de diluicio.

3.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O equipamento utilizado para obter imagens MEV foi um microscopio
eletrébnico de varredura FESEM JMS-6701F, JEOL, um microscoépio eletrénico de
varredura por emissdo de campo (FESEM) de ultra alto vacuo. Foram aplicadas
distancias de trabalho (WD) entre 5,3 e 6,1 mm, o modo de operacgéao utilizado foi o
de elétrons secundarios (SEI), com tensdes aplicadas entre 1 kV e 5 kV.

O preparo de amostras consiste em uma base de latdo com pequena fita de
carbono fixando uma fina placa de silicio. Na placa é depositada uma gota da
amostra de SHIN, que foi diluida 4 vezes em agua Milli-Q e dispersada por um
minuto em banho ultrassom. A amostra € deixada envolta de papel aluminio para
evitar interferéncia da luz, e é inserida em mufla em 90°C por 2 minutos para
secagem, evaporando toda agua e deixando as nanoparticulas depositadas no
silicio. Todo procedimento é realizado no mesmo dia das medidas para prevenir
deterioragdo das amostras.

A técnica MEV (microscopia eletrbnica de varredura) foi utilizada
pontualmente no trabalho para refinar a caracterizagdo. A MEV se caracteriza por
utilizar um feixe de elétrons para explorar a superficie de uma amostra e obter
imagens de sua morfologia. O processo envolve a emissdo de elétrons a partir de
uma fonte, que sado acelerados e focalizados na amostra por meio de lentes
magnéticas ou eletrostaticas. O feixe eletronico varre a superficie da amostra em um
padrao predefinido, e as interacbes entre os elétrons e a amostra geram elétrons
secundarios. Esses elétrons secundarios sao detectados e amplificados por
dispositivos especificos, como detectores de elétrons secundarios ou elétrons
retroespalhados, e convertidos em um sinal elétrico para formar a imagem. A
imagem pode ser obtida variando-se fatores como a tensdo de aceleragdo dos
elétrons e a distancia entre a lente e a superficie da amostra, a distancia de trabalho.
[41]
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3.3 Caracterizagao quimica

Para verificar a formacao da casca protetora das SHIN em forma qualitativa é
possivel utilizar um agente que perturba o sistema de nanoparticulas sem protecéo,
causando uma visivel mudanca de coloragdo, causada por aglomeragdo das
particulas, tornando a cor originalmente amarelada da solugao coloidal em solugao
incolor com particulas escuras de prata aglomerada. [42] Nas nanoparticulas de
prata, uma solucédo concentrada de sal de base forte, tal como o cloreto de sodio, é
capaz de causar esse efeito rapidamente. Em contrapartida, as nanoparticulas com
camada protetora formada permanecem estaveis em concentragdes de sal que ja
causaram a deterioragcao das nanoparticulas descobertas. Para tal, se prepara duas
amostras de nanoparticulas, uma em que nao se realizou a sintese da camada de
silica e outra da mesma nanoparticula de prata e recoberta, antes da centrifugacéo
para que a concentragdo de nanoparticulas seja a mesma. Se adiciona gota a gota
uma solucao de cloreto de sodio até que uma das amostras apresenta mudanga de
coloracdo. A nanoparticula sem camada de silica formada aglomera muito
rapidamente e apresenta aspecto visual incolor com presenca de precipitado escuro,
e a solucdo com SHINs mantém sua coloracido apesar do mesmo volume de solugao

adicionado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese das nanoparticulas de prata

A resposta a incidéncia de radiagdo na regidao do UV-Vis de nanoparticulas
metalicas em suspensao traz informagdes importantes a respeito do material
sintetizado. A caracteristica primordial de toda nanoparticula a ser sintetizada é o
tamanho, no caso das nanoparticulas esféricas representado pelo didametro. Embora
a técnica de microscopia eletronica de varredura possa fornecer dados mais
precisos de forma, tamanho e dispersao das particulas, a espectroscopia UV-Vis é a
forma mais pratica, rapida e de baixo custo de se realizar medidas de nanoparticulas
com efeito SERS: o ponto de banda de maior absorbancia corresponde ao
comprimento de maior SPR, que é diretamente relacionado ao diametro de
nanoparticulas esféricas. Tal propriedade é descrita fisicamente pela teoria de Mie,
mas a abordagem para nanoparticulas permite utilizar extensas bases de dados
para correlacionar o diametro de nanoparticulas esféricas e seu diametro. AMIRJANI

et al (2020) [43] estabeleceu a seguinte fungéo linear para nanoparticulas de prata:

D= 0,78 )\SPR - 266

Sendo D o didmetro da nanoparticulas em nanémetros e Agpg 0 comprimento
de onda de maxima ressonancia plasménica, também em nandmetros. O intervalo
considerado foi entre 40 nm e 90 nm, utilizando-se bases de dados da literatura e
calculos tedricos.

O trabalho teve como enfoque a sintese de nanoparticulas SHINERS com
nucleo de prata. Primeiramente foram sintetizadas em trés procedimentos diferentes
usando o0 mesmo método, a reducido de nitrato de prata via citrato. As sinteses 1
(Figura 3) mostram o espectro UV-Vis caracteristico de nanoparticulas de prata. A
sintese 1A foi realizada com 90 minutos de reducdo em solugcdo em ebulicdo, sob
agitagcdo, com concentragdo de nitrato de prata de 102 M e 1% do volume sendo
solucdo de citrato de sodio de 1,6% em massa, em agua Milli-Q. Foi obtido um
maximo de absorbancia no comprimento de onda centrado em 427 nm, indicando

um didmetro de aproximadamente 67 nm. Todavia, o0 espectro apresenta valores de
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absorbancia altos em uma grande amplitude de comprimentos de onda,

caracteristico de nanoparticulas menos monodispersas,

variabilidade de didmetros.

Tabela 1: condicbes experimentais e resultados das sinteses 1

isto é, com grande

Sintese Concentragao | Concentragcdo | Tempo Maxima Diametro
de AgNO; do citrato de ressonancia | aproximado
(mol/L) adicionado sintese | plasménica
(m/m)
1A 1.10° M 1,6% 90 min 427 nm 67 nm
1B 5.10* M 1,6% 60 min 431 nm 70 nm
1C 5.10* M 1,6% 35 min 444 nm 80 nm

A sintese 1B (Figura 2) mostra o mesmo procedimento com a reducao da
concentragéo de nitrato para 5.10* mol L' e aumento da concentragdo do citrato
adicionado para 1,6% da massa, e um tempo de 60 minutos em ebuligdo, em agua
Milli-Q. Observou-se uma uniformidade muito maior que a do procedimento anterior,
com banda bem definida (de menor area préxima ao maximo, portanto banda mais
estreita) nos 431 nm indicando diametro de cerca de 70 nm. A sintese 1C mostra
procedimento similar ao da sintese 2, exceto por ter sido interrompido antes, aos 35
minutos de ebulicdo. Se observou uma banda com maximo de absorbéancia centrado
em 444 nm, indicando diametro de aproximadamente 80 nm.

A avaliagdo final a partir dos dois procedimentos de sintese analisadas
apontou a necessidade de refinar a precisdo no processo de preparacdo das
nanoparticulas de prata, uma vez que as nanoparticulas de 70 nm e 80 nm sao
resultados da mesma proporg¢ao de reagentes, mas com tempo de reagédo menor. O
fato da sintese 25 minutos mais longa apresentar menor didmetro em uma diferenca
de 10 nm evidencia que a sintese ndo esta bem controlada, ja que o esperado para
um tempo menor seria um didmetro maior ou igual, ja que as nanoparticulas
crescem com o tempo de reacao até estabilizar seu didmetro. [28]

Considerando que a sintese de 1C possui um espectro de absorbancia mais

largo, aponta-se uma diferenca decorrente de menor uniformidade de formagao das
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particulas, o que pode ter sido causado por maior perda de agua durante o
aquecimento, criando uma variagdo de volume durante a sintese, e portanto
mudanca de concentragdo, tanto durante a formacado dos primeiros nucleos de
aglomeracdo quanto na fase de crescimento. As condigdes experimentais da
sintese 1 estdo resumidas na tabela 1.

Assim, o préximo passo do trabalho foi melhorar o controle no processo de
sintese para que nao houvesse perda de agua durante o processo, ja que apos
chegar na temperatura de ebulicdo a aceleragédo da perda de agua era muito grande,

e esse fato pode ser uma fonte de incerteza significativa.

Figura 3: espectros UV-Vis de trés amostras de nanoparticulas de prata. As curvas
tiveram absorbancia normalizada para melhor visualizag&o.
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Assim, foi criado um sistema de simples montagem para manter a
temperatura estavel e evitar a perda de agua por ebulicdo acelerada. Um banho de
agua fervente foi introduzido junto ao agitador magnético para manter a temperatura
constante, com auxilio de um termémetro para monitora-lo. Um maior cuidado com a

barra de agitagcdo foi necessario para permitir uma agitacdo constante, ja que a
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agitacédo possui um papel essencial na monodispersao das particulas. O controle de
temperatura permitiu a reducdo da prata com a adigdo de citrato 1,0%, ja que nas
sinteses 1 a redugao da prata s6 ocorria com a adi¢ao de solugao 1,6%, indicando
que a variagao de temperatura no processo pode diminuir a agao redutora do citrato.
Para averiguar a reprodutividade da metodologia realizou-se trés experimentos nas
mesmas condi¢des experimentais, em que foram analisados por meio do seu ponto
de absorbancia maximo e a largura de suas curvas, representadas na Figura 4. As
sinteses 2A e 2B apresentaram maximo de absorbancia centrado em 450 nm,
caracteristico de nanoparticulas com diametro médio de 85 nm, e a sintese 2C
apresentou maximo de absorbancia centrado em 440 nm, caracterizando um
didmetro de cerca de 77 nm. As formas das curvas (Figura 4) n&o apresentaram
grandes discrepancias entre si, caracterizando uma monodispersdo semelhante.
Assim, a metodologia estabelecida apés o uso de banho de agua fervente
mostrou-se reprodutiva. As condi¢gdes experimentais e resultados da sintese 2 estao
esquematizadas na tabela 2.

Tabela 2: condi¢cbes experimentais e resultados das sinteses 1

Sintese Concentragao | Concentracdo | Tempo de Pico de Diametro
de AgNO; do citrato sintese ressonancia | aproximad
(mol/L) adicionado plasmodnica o}
(m/m)
2A 5.10* M 1,0% 90 min 450 nm 85 nm
2B 510* M 1,0% 90 min 450 nm 85 nm
2C 5.10*M 1,0% 90 min 440 nm 77 nm
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Figura 4: Sintese em trés dias diferentes, sob as mesmas condig¢des.
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A estabilidade de temperatura e da agitagdo mostraram-se de grande
impacto. Um banho-maria foi suficiente para evitar o problema, impedindo qualquer
ebulicdo da solugao de sintese e evitando variagbes de temperatura. Vale ressaltar
que o erlenmeyer em que a sintese ocorre fica suspenso no banho, isto €, ndo ha
contato entre o vidro do banho e do erlenmeyer, para que toda transferéncia de calor

aconteca da agua em ebuligdo ao frasco.

4.2 Sintese das SHIN

A sintese propriamente das nanoparticulas SHINERS, seguindo
procedimentos da literatura [35,34] iniciou-se com o0 uso da solucido coloidal de
nanoparticulas da sintese 2, na temperatura ambiente.

E importante que a solucdo de nanoparticulas de prata esteja em temperatura
ambiente, pois verificou-se rapida precipitacdo da prata quando se inicia a sintese

das SHIN em solucéo ainda aquecida.
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Assim, tendo 15 ml da solugéo coloidal de AgNP, esta € deixada agitando em
temperatura ambiente em erlenmeyer, quando se adiciona 0,2 ml de solugédo 1 mM
de APTMS. O sistema deve permanecer agitando em temperatura ambiente por 15
minutos para que o APTMS adsorva na superficie das nanoparticulas antes da etapa
seguinte. A adigdo de APTMS ocorre sem qualquer mudanga visual .

Apods os 15 minutos, se adiciona 1,6 ml de solugao de silicato de sodio 0,54%
com pH ajustado com HCI de 13 para 10. Apds 3 minutos em temperatura ambiente,
€ inserido o banho de agua fervente, deixado por 60 minutos. Os resultados
mostraram, por imagem de microscopia eletrénica de varredura, a formagéao de uma
camada de silica ao redor da prata, conforme mostrado na Figura 5. A camada de
silica apresenta menor contraste na imagem do que a prata, e pode ser visualizada
ao redor dos nucleos de prata. Mais imagens da mesma amostra se encontram no

anexo A.

Figura 5: Imagens obtidas por MEV de nanoparticulas de prata revestidas com

silica, com formagao de nanofios.

SEl 50kV  X75,000 WD53mm 100nm
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A Figura 5 também permite constatar a presenca de nanofios, estruturas com
didmetro nanométrico e comprimento micrométrico. A revisao de literatura mostrou
que nanofios sdo um co-produto comum na sintese de nanoparticulas esféricas. [39]
As Unicas sinteses usando apenas a reducdo via citrato que nao apresentaram
nanofios foram as realizadas em vidrarias nunca antes utilizadas para sintese de
nanoparticulas de prata. Esse dado levanta a tese de que a limpeza dos
erlenmeyers nao é o suficiente para remover certa quantidade de nucleos de prata
da vidraria, que acabariam servindo de nucleo de crescimento para nanofios na
sintese seguinte.

A detecgao de nanofios, além das imagens MEV, também pode ser inferida
por espectro UV-Vis e mesmo visualmente: os nanofios causam uma janela de
absor¢gao muito mais larga ao redor do maximo de ressonéncia plasmdnica, e seu
aspecto visual é leitoso, e ndo um amarelo translucido como as nanoparticulas sem
presenca de nanofios.

Em um dos resultados em que nao se detectou a presenca de nanofios, foi
realizado um monitoramento da evolugao de nanoparticulas com o tempo de reagao
via espectroscopia UV-Vis, mostrado na figura 6. Se observa que o didmetro cerca
de dez minutos apds o inicio do aparecimento de absorbancia significativa (que foi
aos 30 min) mostrou um maximo de absorbancia de 395 nm, indicativo de
nanoparticulas com 42 nm de didmetro. J& as medidas seguintes mostraram
variagdo entre 50 e 54 nm de didmetro médio, mostrando ndo haver crescimento
mensuravel do didmetro médio, porém com aumento de absorbancia iniciando a
partir dos 30 minutos e acelerando até os 60 minutos, indicando aumento do numero
de nanoparticulas no meio. Os ultimos 30 minutos da sintese mostraram aumento
marginal da absorbancia, evidenciando que os primeiros 60 minutos s&o os mais
importantes do processo, reforcando a tese da formacao de nucleos de crescimento
(seeds) nos primeiros minutos, e seu posterior crescimento limitado pela

concentracao de citrato no meio [28].
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Figura 6: espectros UV-Vis monitorando evolugéo de sintese de nanoparticulas a

cada dez minutos.
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O resultado na microscopia eletrbnica de varredura mostrou a auséncia de
estruturas de nanofios, conforme mostrado na Figura 9, gerada por MEV, onde nao
foi possivel visualizar camada de silica, mas o teste de estabilidade em cloreto de
sodio evidenciou nanoparticulas estaveis em solugao salina de cloreto de sddio em

relagdo as nao recobertas, como mostra as figuras 7 e 8.
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Figura 7: eppendorfs contendo nanoparticulas sem camada de silica (A) e com

camada (B) antes da adigéo de cloreto de sddio.

Figura 8: eppendorfs contendo nanoparticulas sem camada de silica (A) e com a

camada (B) apés adicao de cloreto de sodio.
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Figura 9: nanoparticulas sintetizadas sem base em vidraria limpa.

SEl 5.0kV X75,000 WD 6.1mm 100nm

Além do método das sintese 1 e 2, baseados no trabalho de Li et al [37], foi
aplicado uma variagéao que inclui aumentar o pH da solug&o logo no inicio da sintese
via adi¢ao de solugao de hidréxido de sédio. O pH da solugdo apenas com nitrato de
prata e citrato de sédio é de aproximadamente 5, de forma que ao adicionar gota a
gota de solugdo 0,1 M NaOH, podemos ajustar o pH do meio reacional para 10.
YANG et al [39] mostrou que a formacao de nanofios pode ser prevenida com adi¢cao
de base NaOH até o pH 10. Os autores mostraram que ocorre uma formacao muito
mais rapida de nanoparticulas, que no meétodo anterior levavam cerca de 30 minutos
para iniciar a mudancga de coloracio, para uma mudanca imediata.

Um minuto apos a adigdo da base, 0 maximo de absorbancia se concentra
em 400 nm, indicando didmetro aproximado de 54 nm. A intensidade da banda
cresce evidenciando a progressiva reducdo da prata presente no meio, e 0O
comprimento de onda a partir do quinto minuto se desloca para ser centrado nos 414
nm, caracteristico de um didmetro de 57 nm, interrompendo o crescimento até o fim

da sintese.
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Apos dez minutos se apresentaram nanoparticulas de 57 nm e aspecto visual
limpido. O monitoramento mostrou que logo no primeiro minuto de sintese formou-se
nanoparticulas com cerca de 54 nm, que cresceram ligeiramente até 57 nm e
aumentaram de numero, conforme demonstrado na Figura 10. Ja as nanoparticulas
em que foram identificados nanofios apresentam aspecto visual de emulséo, leitoso,
e um espectro de absorbancia mais amplo na regiao do visivel, como as sinteses 1 e
2.

Figura 10: evolugéo do espectro UV-Vis de nanoparticulas de prata sintetizadas em

meio basico.
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O rapido crescimento seguido da estabilizagdo do didmetro aponta que o
mecanismo de formacdo de nucleos e de crescimento € semelhante ao realizado
sem a presencga de base. A diferengca de velocidade apontada primeiramente por
YANG et al € atribuida pelos autores a aceleragcao de desproporcao dos ions citrato,
acelerando o processo de reducdo. Na ultima medida houve uma queda na

intensidade da banda, possivelmente devido a erro na diluicdo da aliquota.
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O procedimento relatado no paragrafo anterior foi modificado para as
nanoparticulas sintetizadas na presenca de base e pH 10. Estas foram antes
acidificadas com HCI até pH 5, a acidez original. Essa etapa se mostrou necessaria,
pois a falta de acidificagdo mostrou como efeito a rapida precipitagcao da prata.

Os resultados dessa sintese mostraram auséncia de nanofios, conforme visto
na Figura 11. A necessidade desse passo deve estar relacionada ao comportamento
do APTMS em meio fortemente basico, que assim como as altas temperaturas

descritas anteriormente, o levam a causar precipitagao da prata.

Figura 11: nanoparticulas sintetizadas com base, depois acidificadas e recobertas

com silica. Nao foi detectada a presencga de nanofios.

v _

SEIl 5.0kV X50,000 WD 6.1mm 100nm

Para aplicagdo em nosso sistema, também é necessario centrifugar a solugao
para obter as nanoparticulas como precipitado, e a seguir lavar com agua MiliQ,
dispersando o precipitado com agua MiliQ em banho de ultrassom, e centrifugando
novamente, para se retirar o sobrenadante e se obter SHINs limpas, que a partir de

15 ml de solugéo formam menos de 1 ml de SHINs, armazenadas em refrigeragéo e
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isoladas da luz. A centrifugagéo foi realizada em 4000 rpm, tornando o sobrenadante
limpido ou praticamente incolor, o que indica alta propor¢do de nanoparticulas no
meio separadas do sobrenadante. Essa etapa garante ndo apenas a remogao dos
reagentes ainda presentes em solugdo, mas também uma alta concentragdo de
nanoparticulas por volume, o que deve aumentar a intensidade do efeito SERS no
sistema.

As nanoparticulas SHIN sintetizadas a partir de nanoparticulas de prata
sintetizadas em base também passaram por caracterizagdo quimica. O resultado é
mostrado na figura 12, em que a nanoparticula recoberta D manteve sua coloragéo e
a sem recobrimento (mas com pH ajustado) C perdeu coloragdo, na mesma
quantidade de solugao de cloreto de sddio adicionada gota a gota. Assim, é possivel

verificar a formagao da camada de silica também nas sinteses com uso de base.

Figura 12: Eppendorf C contendo nanoparticulas de prata sintetizadas com base e
eppendorf D contendo as mesmas cobertas com silica, ambas apo6s adigao de

solucao de cloreto de sédio gota a gota.

A cobertura com silica, como esperado, ndo apresentou qualquer efeito 6tico

mensuravel conforme mostrado na Figura 13:
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Figura 13: comparagao entre espectro de nanoparticula com recobrimento (SHIN) e

sem recobrimento (NP)
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Assim, os resultados mostraram que o uso de banho de agua fervente
€ um fator essencial para garantir a monodispersdo das nanoparticulas de
prata. A modificagdo do processo usando hidroxido de sédio para aumentar o
pH no processo foi reproduzida com sucesso, eliminando o co-produto
nanofio, e adicionalmente se realizou a sintese das SHIN a partir de
nanoparticulas sintetizadas em pH modificado, no qual se verificou a
necessidade de modificagdo do pH. A caracterizagdo por MEV é a mais
precisa, mas a caracterizagdo por UV-Vis (para o didmetro e dispersio) e a
caracterizagcao quimica a partir da estabilidade na presenca de cloreto de
sédio (para a integridade da SHIN) se mostraram métodos mais rapidos,

menos custosos e muito eficientes.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho evidenciou a dificuldade de se reproduzir com precisdo os
protocolos de sintese de nanoparticulas SHINERS em condi¢cbes de laboratério
disponiveis, em especial no quesito de reprodutibilidade entre experimentos e a
formacao de nanofios de prata. Os caminhos para contornar esses problemas estao
no uso de banho fervente para estabilizar a temperatura durante as sinteses, a
alternativa do uso de base forte para ajuste de pH, permitindo sintese mais rapida e
precisa, € a sua posterior cobertura com camada de silica apds reajuste de pH. A
possibilidade de sintetizar nanoparticulas SHINERS a partir de solugao advinda de
sintese de nanoparticulas de prata na presenca de base, possivel gragas a corregao
de pH com HCI, é uma constatacdo importante que pode expandir as possibilidades

futuras nas sinteses de nanoparticulas SHINERS.
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ANEXO A

Imagens obtidas por MEV de nanoparticulas de prata revestidas com silica, com
formagao de nanofios.

Figura A.1: Imagens por MEV de nanoparticulas SHINERS, ampliagado de 50.000X

SEI 5.0kV  X50,000 WD53mm  100nm



Figura A.2: Imagens por MEV de anoparticulas SHINERS, ampliagado de 30.00X

5.0kV  X30,000 WD53mm  100nm
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Figura A.3: Imagens por MEV de nanoparticulas SHINERS, ampliagdo de 75.000X

SE 5.0kV  X75,000 WD53mm 100nm



