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RESUMO

Em sintonia com a procura ecologicamente amigavel por melhores propriedades,
desempenhos e obtencbes de nanomateriais, este trabalho demonstra o uso do
extrato aquoso de semente de Eugenia uniflora L. (pitanga) como agente redutor na
sintese verde de nanoparticulas de ouro (NPs-Au) e a potencial atividade catalitica
das mesmas. O modo que se deu a producao do referido nanomaterial foi através da
utilizac&o de acido tetracloroaurico (HAuCls) como precursor, em rota de etapa Unica.
A caracterizacdo das NPs-Au obtidas foi realizada por técnicas de espectroscopia
ultravioleta-visivel (UV-Vis), espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), difracdo de raios X (DRX) e microscopia eletronica de transmissao
(MET). Ainda, aplicacfes de efeito catalitico das NPs-Au produzidas foram testadas
nas reducdes dos corantes catidnicos Azul de metileno (AM) e Azul de toluidina (AT),
compostos organicos criticamente contaminantes. A analise de espectroscopia de UV-
Vis mostrou pico de absorcdo de ressonancia plasménica de superficie (RPS)
caracteristica, com Amax centrado em 537 nm, confirmando a formacéo satisfatoria
de NPs-Au. As NPs-Au produzidas demonstraram boa estabilidade, n&o ocorrendo
aglomeracao por pelo menos dois meses. A andlise de FTIR-ATR apresentou varias
bandas de absorcdo entre 815 cm™ e 3240 cm™ confirmando a existéncia de
biomoléculas contendo grupos OH, NH, C=ONH2, COC, COOH, C=0 e C=CH2z no
conteldo do extrato aquoso de sementes de Eugenia uniflora L., que estdo
associadas a reducdo do ion Au®*, bem como ao capeamento e estabilizacdo das
NPs-Au. As medidas de DRX confirmaram a cristalinidade das NPs-Au e o tamanho
meédio de cristalito calculado foi de 11 nm. A analise de MET confirmou que as NPs-
Au apresentam formas geométricas variadas, como esféricas e triangulares, com
didmetro médio de particula de 18 nm. Por fim, estudos cataliticos aplicados
demonstraram que as NPs-Au exibem atividade catalitica. A reducdo de AM com NPs-
Au na presenca de NaBHas, & temperatura ambiente, ocorreu em 14 min de reacéo,
com reducao percentual do AM (0,05 M) de 99%, e, com a mesma técnica, observou-
se reducéo catalitica de 81,2% do AT (0,05 M) em 7 min de reacdo, confirmando

potencial catalitico para as NPs-Au sintetizadas.

Palavras-chave: fitossintese; particulas de ouro em nanoescala; pitanga;

nanocatalise; corantes.



ABSTRACT

In line with the ecologically friendly search for better properties, performance, and
obtainment of nanomaterials, this work demonstrates the use of the aqueous extract
of Eugenia uniflora L. (brazilian cherry) seeds as a reducing agent in the green
synthesis of gold nanoparticles (AuNPs) and their potential catalytic activity. This
nanomaterial was produced using tetrachloroauric acid (HAuCls) as a precursor in a
single-step route. The characterization of the obtained AuNPs was performed by
Ultraviolet-Visible spectroscopy (UV-Vis), Fourier transforms infrared spectroscopy
(FTIR), X-ray diffraction (XRD), and transmission electron microscopy (TEM)
techniques. Also, catalytic effect applications of the produced AuNPs were tested to
reduce the cationic dyes Methylene blue (MB) and Toluidine blue (TB), critically
contaminating organic compounds. UV-Vis spectroscopy analysis showed a
characteristic surface plasmon resonance (SPR) absorption peak with Amax centered
at 537 nm, confirming the satisfactory formation of AuNPs. The produced AuNPs
showed good stability, with no aggregation occurring for at least two months. The FTIR-
ATR analysis showed several absorption bands between 815 cm™ and 3240 cm™,
confirming the existence of biomolecules containing OH, NH, C=ONHz, COC, COOH,
C=0, and C=CH:2 groups in the content of the agueous extract of Eugenia uniflora L.
seeds, which are associated with the reduction of Au3* ion as well as the capping and
stabilization of the AuNPs. XRD measurements confirmed the crystallinity of the
AuNPs, and the calculated average crystallite size was 11 nm. TEM analysis confirmed
that the AUNPs exhibit varied geometric shapes, such as spherical and triangular, with
an average particle diameter of 18 nm. Finally, an applied catalytic study demonstrated
that AUNPs exhibit catalytic activity. The reduction of MB with AuNPs in the presence
of NaBH4 at room temperature occurred in 14 min of reaction, with a percentage
reduction of MB (0.05 M) of 99%, and, with the same technique, a reduction was
observed catalytic reaction of 81,2% of the TB (0.05 M) in 7 min of reaction, confirming

the catalytic potential for the synthesized AuUNPs.

Keywords: phytosynthesis; nanoscale gold particles; brazilian cherry; nanocatalysis;

dyes.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia combina elementos de diversos campos da ciéncia que
envolvem multiplos conhecimentos e promovem oportunidades de respostas a
problemas recorrentes, desde aplicacdes em biomedicina, conversdo de energia
solar, eletrénica, catalise, dentre outras (XIA & HALAS, 2005). Atualmente, uma das
categorias de nanomateriais que mais tem chamado a atencdo de pesquisadores € a
das nanoparticulas (NPs) metalicas, que possuem propriedades elétricas, magnéticas
e Opticas unicas (SIGNORI, 2010).

Dentre as NPs metalicas, as nanoparticulas de ouro (NPs-Au) ocupam posi¢cao
de destaque pela ampla gama de aplicacbes possiveis, sendo as principais
relacionadas com suas singulares propriedades Opticas e cataliticas, devido ao
fendmeno de ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) que apresentam (WEBER,
2012). Estas propriedades sdo dependentes da morfologia apresentada, ou seja, do
tamanho e forma do material (XIA & HALAS, 2005).

As NPs-Au vém sendo tratadas como importantes conversores cataliticos por
serem significativamente ativas, apresentarem elevada capacidade de modificacédo de
varios compostos quimicos e eficiéncia superior aos catalisadores comuns. Com isso,
sua utilizacao para este fim na industria estd tomando grande importancia (BINDHU e
UMADEVI, 2015) e, também por isso, elas demonstram alto potencial para controle
ambiental (HELLAND & KASTENHOLZ, 2008).

A grande razao area/volume e o confinamento quantico apresentados por elas
sdo os principais fatores que as tornam atrativas para a aplicacdo em catalise,
podendo serem utilizadas, por exemplo, em degradacdo de corantes, tendo em vista
que elas apresentam notaveis propriedades cataliticas em reacfes de reducdo de
compostos organicos (VIJAYARAGHAVAN & ASHOKKUMAR, 2017).

Grande parte da producdo de nanoparticulas metalicas ainda é feita por
meétodos quimicos e fisicos que envolvem o0 uso de reagentes perigosos e alta
demanda energética. Desse modo, esta aumentando o nUmero de pesquisadores que
vem optando por processos biolégicos de sintese verde com o propdésito de diminuir
0 uso de substancias e processos que possam causar danos a saude humana e ao
meio ambiente (SHAMAILA et. al., 2016; SENAPATI et. al., 2005; BANSAL et. al.,
2014).
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Dentre os tipos de sinteses bioldgicas, a sintese de nanoparticulas utilizando
extratos de plantas vem ganhando destaque (DAS et. al., 2014; SALAM et. al., 2012)
por apresentarem como grandes vantagens o menor custo e menor impacto ambiental
(SALAM et. al., 2012; MITTAL et. al., 2014). Nesta forma de sintese podem ser usados
como agentes redutores para a formacdo de nanoparticulas todo o organismo da
planta, sendo mais usual extratos aquosos, além de também servirem como agentes
estabilizantes na obtencao de particulas de tamanhos e formas reguladas (GANGULA
et. al., 2011). Substancias quimicas sollveis em meio aquoso, como flavonoides,
fendis e taninos, presentes na composicao vegetal, sdo primordiais para 0 mecanismo
de sintese verde de NPs-Au (SALAM et. al., 2012; MITTAL et. al.,, 2014). Os
parametros de sintese tendem a ajustar as caracteristicas como forma e tamanho,
além de estado de agregacdo, monodispersividade e concentracdo das
nanoparticulas (KHAN et al., 2017).

Com a enorme diversidade de plantas com potencial de uso para a producao
de NPs-Au presentes no Brasil, h4 muito espaco para pesquisa na area, e em vista
do até aqui mencionado, esse estudo propde uma rota de sintese verde, simples e de
Gnica etapa, para a producédo de NPs-Au utilizando extrato aquoso de sementes de
Eugenia uniflora L. (pitanga). Seguindo a ideia atual de sustentabilidade e
aproveitamento integral dos alimentos, a proposta do uso destas sementes aponta
uma utilizacdo para algo que é tratado como residuo na industria alimenticia.
Trabalhos encontrados na literatura demonstram que as sementes de Eugenia uniflora
L. apresentam excelente capacidade antioxidante, correlacionada com o alto teor
fendlico, sugerindo possuir grupos quimicos necessarios para a reducdo ibnica do
ouro.

As NPs-Au produzidas foram devidamente caracterizadas por técnicas
instrumentais distintas e foram utilizadas no estudo da reduc¢éo catalitica dos corantes
cationicos Azul de metileno (AM) e Azul de toluidina (AT), dois corantes amplamente
utilizados na industrial de manufaturados que geram elevados volumes de residuos
coloridos toxicos que devem ser tratados antes de serem al¢cados ao meio ambiente,

para ndo causarem impactos a fauna e a flora.
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2 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

O estudo da nanotecnologia é uma ciéncia recente que vem cruzando fronteiras
quimicas, fisicas e biolégicas, uma vez que os materiais adquirem outras propriedades
em seu tamanho nano. Logo, ainda pouco se conhece a respeito das nanoparticulas
guando comparadas ao seu tamanho bulk (volumoso/macroestruturado), assim como
seus pontos positivos e negativos, sendo necessario mais estudos nessa area visando
conhecer melhor essas propriedades e usos potenciais. A comunidade cientifica vem
dando importante atencdo a esta tematica e 6rgdos de fomento a pesquisa estao
ampliando os investimentos na area. Atualmente, existem cerca de 800 a 1200
produtos em desenvolvimentos com base em nanotecnologia, de acordo com a The
National Nanotechnology Initiative.

As nanoparticulas de ouro (NPs-Au) sdo uma das mais estudadas nesse setor,
por apresentarem propriedades Opticas, magnéticas, cataliticas e estruturais para
aplicagcbes quimicas e biologicas, como em catélise, na reducdo de corantes
organicos, na medicina, em terapias para tratar cancer, e no setor cosmético, com
aplicacdes em tratamentos estéticos. Uma das suas principais propriedades € ser um
material que sofre oxidacao lenta, isso é ampliado em sua forma nano, o que é bem
visto para essas areas. Existem diferentes meios e formas para producdo de
nanoparticulas de ouro, sendo as sinteses fisicas e quimicas as mais tradicionais.

A sintese verde surge como uma opc¢ao interessante frente aos métodos
tradicionais de sintese. Esse método vem ganhando muito prestigio e respostas
positivas nos estudos, substituindo reagentes quimicos (comumente tdéxicos e que
produzem residuos indesejados) por materiais biol6gicos, como plantas, fungos e
bactérias (que ndo produzem esses residuos), assim, indo de acordo com o tripé da
sustentabilidade e incentivando seu uso e sua disseminacdo para maior
aproveitamento de recursos naturais.

O presente trabalho visa a producdo de NPs-Au utilizando sementes de
Eugenia uniflora L., que se trata de uma biomassa atdxica, abundante em nossa
regido e que, por ser considerado um subproduto agroalimentar, normalmente é
descartado no meio ambiente. Esta semente apresenta na sua constituicdo
fitoquimicos antioxidantes e estabilizantes que podem atuar de forma eficaz na

reducdo de ions durante o processo de sintese verde. Ao utliza-la estamos
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ressignificando o seu uso, dando uma aplicacdo nanotecnoldgica, evitando descartes
inadequados e diminuindo o residuo, agregando valor ao cultivo.

A liberacdo de efluentes liquidos coloridos em corpos d'dgua naturais
interferem na luz solar que penetra nos fluxos, reduz a solubilidade de oxigénio
dissolvido e, portanto, afeta a atividade fotossintética na vida aquatica. Além disso,
alguns corantes ou 0s seus metabdlitos séo téxicos ou mutagénicos e cancerigenos.
Assim, é importante aplicar um método de tratamento eficaz a 4guas poluidas com
corantes. Neste proposito, a aplicacdo de NPs-Au em processos de descoloracdo de

efluentes coloridos é uma alternativa bastante interessante.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo principal o estudo da obtencédo de
nanoparticulas de ouro (NPs-Au) a partir de extrato aquoso de semente de Eugenia

uniflora L. (pitanga).

3.2 Objetivos Especificos

a) Preparar o extrato aquoso bruto das sementes de Eugenia uniflora L.;

b) Otimizar o processo de sintese verde das NPs-Au avaliando separadamente
a influéncia dos seguintes parametros: quantidade de biomassa, volume de
extrato, concentracdo de acido tetracloroaurico, pH da solucdo e tempo
reacional;

c) Detectar e caracterizar as NPs-Au produzidas utilizando as técnicas de
Espectroscopia de absorcdo no UV-Vis, Espectroscopia no infravermelho,
Difratometria de raios X e Microscopia eletrdnica de transmisséo;

d) Testar a atividade catalitica das NPs-Au produzidas na reducdo de moléculas
dos corantes Azul de metileno e Azul de toluidina, em meio aquoso e a

temperatura ambiente.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Nanotecnologia e nanoparticulas metélicas

Nanotecnologia € a obtencédo, manipulacdo e aplicacdo de nanomateriais, ou
seja, estruturas atdbmicas e moleculares que possuem dimensfes na escala
nanométrica (TONET e LEONEL, 2019). Nano (simbolo n) é um prefixo provindo do
grego antigo: “ando”. No Sistema Internacional de Unidades (Sl) denota um fator de
10° metros (m), ou 1/1.000.000.000 m (um bilionésimo de metro). Como mostra a
Figura 1, um nanomaterial se compara com uma molécula de DNA, sendo menor que
bactérias e até mesmo hemécias (MARCONE, 2015).

Figura 1 — Escala nanométrica exemplificada.
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Fonte: Marcone, 2015.

Todavia, para ser considerado um nanomaterial, 0 mesmo deve ter, a0 menos
em uma dimensao fisica, comprimento de até 100 nanémetros (nm) e apresentar
propriedades fisico-quimicas distintas e incomuns quando comparadas ao proprio
material em tamanho volumoso (MELO e PIMENTA, 2007; USKOKOVI, 2007;
CONSOLINI, 2015).

Segundo Toma (2004), o pioneiro a abordar a probleméatica que envolve a
manipulacéo e controle de coisas extremamente pequenas foi Richard Feynman, onde
dizia que nado havia restricdo tedrica que impedisse a construcdo de pequenos
dispositivos compostos de pequenos elementos. Em 1959, numa palestra na

Califérnia, Feynman proferiu a célebre frase: “Ha muito espago la embaixo”,
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antecipando, de certa forma, essa revolucéo tecnoldgica. Com isso, hoje considera-
se como sendo este o momento definidor das nanociéncias e nanotecnologia como
uma atividade cientifica.

“A palavra ‘Nanotecnologia’ foi utilizada pela primeira vez pelo professor Norio
Taniguchi em 1974 para descrever as tecnologias que permitam a construcdo de
materiais a uma escala de 1 nanémetro” (MEDEIROS, 2010). Conforme Busham
(2004), este ndo € um campo inteiramente novo. Na natureza existem muitos objetos
e processos que funcionam de micro para nano escala e o entendimento dessas
funcdes pode guiar-nos imitando e produzindo nanomateriais e nanodispositivos.
Mesmo tendo sua nomenclatura somente no século XX, a nanotecnologia esta
presente na natureza ha milhares de anos. Segundo Ferreira e Rangel (2009), os
egipcios ha 4000 anos a.C. usavam o “elixir da longa vida” que consistia em particulas
de ouro em suspensdao com tamanho de 1-100 nm, e usavam sem ter essa
consciéncia. Ja os chineses empregavam nanoparticulas de carvao em solucao para
a produgdo de nanquim, material corante preto. E, por fim, na Europa Medieval, os
vitrais das igrejas eram coloridos a partir da formulacéo de vidro com nanoparticulas
metélicas.

Na época presente, 0o entusiasmo sobre 0s nanomateriais se da justamente
pelo fato da reconhecida importancia das alteracbes em propriedades que eles
apresentam, onde leis da Fisica Classica ndo sédo seguidas nestes sistemas, no qual
comportam-se segundo Leis da Fisica Quéantica (SOARES et al., 2017). Como a razdo
area de superficie e volume é elevada (GRASSIAN, 2008), as particulas em
nanoescala sdo mais reativas, sendo este outro motivo pela expansdo em seu
interesse. Deste modo, variadas aplicacbes sao possiveis para materiais
nanoestruturados, como em o&ptica, eletrénica, medicina, engenharia, agricultura,
catdlise, entre outros (RAI, 2013).

Quanto a classificagdo de nanomateriais, eles podem ser classificados em 0-D
(nanoparticulas), 1-D (nanotubos, nanofilamentos e nanofibras), 2-D (nanofilmes e
nano-revestimentos), e 3-D (macico); no qual se baseia no numero de dimensdes nao
confinadas a escala nano (BARBOSA, 2018).

A ocorréncia dos nanomateriais pode se dar de modo sintético ou natural. Na
industria e em laboratérios, podem ser sintetizados, por exemplo, nanomateriais de
carbono, nanoparticulas metalicas, semicondutoras, ceramicas, poliméricas, dentre

outras (KHAN et al., 2017). Ja na natureza, ocorrem como proteinas, enzimas, DNA e



24

até mesmo na atmosfera, como exemplo, em erupcdes vulcanicas (ALBRECHT et al.,
2006).

Ja o interesse cientifico para o estudo de nanoparticulas (NPs) metalicas, de
acordo com Lee e Meisel (1982), surgiu na segunda metade do século XX, com
aplicacoes em Espectroscopia Raman onde seus usos limitavam-se a aumentar o
sinal oriundo de moléculas organicas. Além disso, eficientes mecanismos
antimicrobianos fundamentados em NPs de prata foram investigados no mesmo
periodo (Clement e Jarret, 1994). Ao fim da década de 1980, percebeu-se que existem
importantes propriedades intrinsecas as NPs metalicas que ndo sdo vistas em
materiais em sua forma massiva.

Geralmente, as NPs metalicas sdo encontradas na forma de solucdes coloidais
e apresentam fendbmenos de superficie caracteristicos, como a razao area/volume que
influencia propriedades fisicas e quimicas e a ressonancia plasmoénica de superficie
(RPS) (RAOTA, 2018). A RPS esta relacionada a absorcéo nas regiées do ultravioleta
e do visivel do espectro eletromagnético, que transcorre por conta da oscilacdo
coletiva de elétrons presentes na superficie metélica e também pela radiacédo
eletromagnética incidente na mesma fase (BARBOSA, 2018), sendo, portanto, a
presenca de elétrons livres para condug¢do em superficie, um requisito para o material
apresentar uma RPS. Destarte, materiais metalicos tendem a demonstrar essas
propriedades, sendo o ouro, a prata, a platina e o cobre os elementos em destaque
por exibirem uma banda de RPS acentuada, sendo estes os de maior interesse dos
estudos da area da Nanotecnologia (CAVALCANTE, 2014).

Agora, sabe-se que o formato e o tamanho das NPs metalicas modulam as
suas propriedades e, logo, suas aplicacbes, sendo essencial o dominio destes fatores
no momento da sintese do material (HENGLEIN, 1998). Por consequéncia destes
novos conhecimentos, vem aumentando o nimero de pesquisadores interessados em
seus estudos (BARBOSA, 2018).

Parametros como a técnica utilizada para a sintese de NPs, a concentracao
dos reagentes, o tempo de reacdo, o pH do meio reacional, a temperatura, a
intensidade de agitacdo, os agentes de formag&o, o material de cobertura
(revestimento ou material que recobre a NP) ou material de dispersao utilizado para
evitar aglomeragdes, determinam o tamanho e a forma da NP gerada. A forma pode
ser esférica, cilindrica, em hastes, cubos, discos, fios, tubos, ramificada, prismas
triangulares, bastdes ou tetraédricas (EUTIS & EL-SAYED, 2006; KHAN et al, 2013).
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NPs permitem diferentes interacbes entre moléculas de interesse quando
comparadas as particulas de materiais massivos, por apresentarem caracteristicas
distintas, como maior funcionalidade, biocompatibilidade e reatividade, justamente
pelo seu menor tamanho e ampla disponibilidade (PARVEEN et al., 2012; KUMARI &
SOBHA, 2013), e isso se deve a dois principais fatores, que sdo a grande razao area

superficial/volume e o confinamento quéantico (CAVALCANTE, 2014).

4.2 Nanoparticulas de Ouro (NPs-Au)

Particulas de ouro em nanoescala diferem-se em varios sentidos quando
comparados a tamanho bulk.

O ouro (Au), elemento com numero atdmico 79 na tabela periddica, € um metal
com distribuicéo eletronica (Xe)4f#5d'%s?!, e em tamanho bulk apresenta coloragéo
dourada, de aspecto brilhante, resistente a corrosao, ductil e maleavel (SILVA, 2016).

Dependendo do seu processo de sintese, as NPs-Au podem variar as suas
propriedades, estrutura e coloracdo, por exemplo, 0 ouro em nanoesferas apresenta
uma coloracao vermelha rubi (EUTIS & EL-SAYED, 2006; MARTINS & TRINDADE,
2012). Como demonstrado em estudos de Silva (2008) e Cao et al. (2014), NPs-Au
apresentam comprimentos de onda maximo de absorcédo na faixa de 520 a 580 nm, a
depender de seu tamanho e forma (Figura 2).
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Figura 2 — A) Imagem de MET de nanoesferas de ouro, B) Influéncia do tamanho
das mesmas na coloracdo de suas solugdes, C) Espectro de absorcao de
nanoesferas de ouro em diferentes tamanhos e D) Comprimento de onda maximo de
absorcéao de diferentes diametros de nanoesferas de ouro.
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2008; CAO et al., 2014, por NASCIMENTO, 2019.

As NPs-Au estdo dispostas em forma de solucdo e sédo consideradas um
coloide liofébico, ou seja, tém pouca afeicdo pelo meio dispersante, sendo necessario
a estabilizac&o do coloide, com diversos tipos de tratamento, por exemplo, com citrato
de sodio, surfactantes, polieletrélitos e ligantes, que estabilizam via repulsédo
eletrostatica entre as nanoparticulas (TEIXEIRA, 2016). Por vezes, grande parte
desses estabilizantes sdo toxicos e de custo alto (ISAEVA, 2013), porém vem
crescendo as alternativas em contraponto dos materiais nocivos.

As propriedades quimicas do ouro sdo dominadas pela estabilizag&o do nivel 6s,
gue € uma consequéncia direta de fenémenos relativisticos, referentes a contracéao
dessa camada eletronica (OLIVEIRA, 2009). Além disso, sua eletronegatividade, e por
consequéncia suas propriedades, sdo assemelhadas ao dos halogénios. Logo, as
NPs-Au (ouro coloidal) sdo mais estaveis que as demais por ndo apresentarem
tendéncia a formar oxidos.

As NPs-Au também apresentam propriedades épticas, elétricas e magnéticas

Gnicas em relacdo aos outros metais (WEBER, 2012), que s&o provenientes do
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fendmeno de RPS. Para Nascimento (2019) a ressonancia de plasmon, que é a
absorcdo nas regibes do visivel e do ultravioleta do espectro eletromagnético, é
observada ndo apenas na parte visivel, mas também na regido do infravermelho
proximo (NIR — Near Infra-Red), na qual a absor¢éo pelos tecidos corporais humanos
€ baixa, enquanto que para a maioria dos outros metais esta ressonancia ocorre
apenas na regiao ultravioleta (UV), e nos demais metais nobres na regido da luz

visivel.

4.2.1 AplicagBes para NPs-Au

NPs-Au podem ser utilizadas como dispositivo magnético, agente fotoquimico,
agente antioxidante, agente catalitico, transportador de medicamentos (do inglés,
drugs carrier), sensor eletrbnico e agente antimicrobiano (Figura 3) tendo grande
potencial em uso na biomedicina e na agricultura (SILVA, 2016; VO et al., 2014).

Isso se deve pelo fato de as NPs-Au apresentarem biocompatibilidade quando
utilizadas em pequenas proporcdes, propriedades fisicas, quimicas, épticas, elétricas
e cataliticas singulares (SILVA, 2016; VO et al., 2014).

Figura 3 — Aplicacdo das nanoparticulas de ouro (NPs-Au).
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A maioria das drogas existentes sao limitadas por suas baixas solubilidades,
alta toxidades e alta dosagem. Devido a isso, por vezes tem dificuldade de chegar aos
alvos. Logo, o termo drug delivery (do inglés, transporte de medicamentos) vem sendo
muito estudado como alternativa para amplificar e otimizar os tratamentos. A entrega
de drogas pode ser definida como o processo de liberacdo de um agente bioativo em
uma taxa especifica e em um local especifico e as NPs-Au tém sido grande alternativa
para esse processo (SAHOO et al., 2007), pois devido ao seu pequeno tamanho,
podem penetrar com eficiéncia através das barreiras através de pequenos capilares
em células individuais, permitindo assim acumulo eficiente de droga no local alvo. As
NPs-Au podem fazer esse transporte através do encapsulamento, fixacdo de
superficie ou aprisionamento da droga em sua superficie (HAES et al.,, 2014;
PARVEEN et al., 2012; GULLOTTI & YEO, 2009).

Ja suas propriedades eletrbnicas estdo relacionadas ao tamanho. Para
diversas aplicacbes podemos citar 0os sensores eletroquimicos, sendo eles
potenciométricos, amperométricos, voltamétricos e condutométricos (TEIXEIRA,
2016). Pesquisas apontam o uso dessas NPs-Au como sensores de anticorpos
(MEDEIROS, 2010; OMIDFAR et al., 2013) e sensor eletroquimico (ALBERNAZ et al.,
2014; LI, 2013) podendo ser aplicado em diferentes areas.

Ha também estudos e ensaios sendo feitos, como Silva (2014), Rai (2013),
Silva (2015), Milaneze (2015), Cavalcante (2016), Djajadisastra (2014) e Silva (2016)
onde aplicam NPs-Au para controle de patdgenos e pragas no ramo agricola, assim
como potencial antimicrobiano, antibactericida e antioxidante com aplicabilidade
também nas areas de biomedicina e de cosméticos.

O ouro (Au) em seu formato bulk ndo era considerado atraente para uso em
catalise, por ter a limitacdo de ndo absorver hidrogénio e oxigénio em sua superficie.
Mas, como as NPs tém propriedades diferentes, ele comecou a ser mais estudado
para essa finalidade.

As propriedades cataliticas das NPs-Au foram exploradas devido a sua pureza,
e exibiram desempenho catalitico melhorado em comparag¢éo com o seu formato bulk
(CHOI et al. 2014), sendo hoje as NPs mais utilizadas como nanocatalisador. Podendo
ser utilizadas na degradacao de residuos toxicos na &rea ambiental (ATTIA et al, 2015)

e para outros tipos de rea¢des (BINDHU, 2015).
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4.2.2 Propriedades opticas de NPs-Au

Embora ainda néo tivessem o devido conhecimento, NPs-Au j& eram utilizadas
desde o Império Romano pelas suas propriedades 6pticas. Um exemplo deste uso é
a taca de Lycurgo (Figura 4) que data do século 1V, que hoje esta exposta no Museu
Britanico. Sua coloracao apresenta alteracdes atribuidas a excitacéo pela luz de NPs
de ouro e prata presentes. Vitrais, muito comuns da época medieval, também se

utilizam destas mesmas propriedades das NPs metalicas.

Figura 4 — Taca de Lycurgo. Quando vista em luz refletida (A), apresenta-se
esverdeada, porém, se uma fonte de luz for colocada dentro da taca, ela adquire
uma coloracdo avermelhada (B).

Fonte: The Trustees of the British Museum/Art Resource, NY/DivIgéé.

O fendmeno de RPS é responsavel pela diferenciacdo na coloracdo das NPs
(propriedade Optica), onde varia dependendo do formato, tamanho e distancia
interparticulas (LI, 2013). Em semicondutores, a nanoescala torna-se importante
devido ao confinamento quéantico dos elétrons. Como o tamanho da particula diminui
abaixo do raio de Bohr do material semicondutor usado, o elétron fica mais confinado
na particula. Esse leva a um aumento na energia do gap. Além disso, as bandas de
valéncia e conducgéo se dividem em niveis de energia quantizada (EUSTIS & EL-
SAYED, 2006).

A Figura 5 mostra que, em estudo de Eustis & El-Sayed (2006), uma pequena
variagdo no tamanho da NP do semicondutor seleneto de cadmio (CdSe) foi o
suficiente para alterar drasticamente a coloracdo da mesma. Nota-se ainda que a

figura traz a alteragdo da propriedade Optica de NPs-Au em relacdo ao tamanho. Por
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se tratar de uma NP metalica, se considera uma alteracao pequena, ou seja, as NPs-
Au apresentam maior estabilidade, em contrapartida das NPs de um semicondutor,

como CdSe.

Figura 5 — A) Emisséo de fluorescéncia de pontos quanticos (CdSe) de varios
tamanhos. B) NPs-Au - absor¢do em varios tamanhos e formas.
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Fonte: Traduzido de EUSTIS & EL-SAYED, 2006.

Além disso, possui propriedade fisica de constante dielétrica, natureza dos
solutos que mede a capacidade de interacdo do solvente com o soluto, o que permite
Sseu uso como sonda em sensores quimicos e biologicos (TEIXEIRA, 2016; OMIDFAR,
2013). Assim como fotoestabilidade, capacidade de exposicdo a luz, o que permite

seu uso como fotocatalitico.

4.2.3 Propriedades cataliticas de NPs-Au

As caracteristicas das NPs-Au como tamanho, forma, superficie, estrutura e
composicao contribuem significativamente para a atividade catalitica. Em comparacéao
com a sua forma macroscépica, NPs-Au superam o desempenho como catalisador
devido a sua area de superficie aumentada, presenca de locais mais ativos e melhor
seletividade de reacdo (BHARGAVA et al., 2015).

Elas apresentam comportamentos Unicos, como estabilidade termodinamica,
inércia, condutividade elétrica e 6ptica que podem ser aplicadas em uma ampla
variedade de processos de catalise. A catalise de NPs-Au & geralmente possivel
devido a sua grande area e distribuicdo dependente do tamanho de particula, e o
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efeito catalitico € aumentado em razdo da maior cristalinidade de NPs-Au, por alguns
tipos de morfologia e contornos de gréo descobertos (HOLISOVA et al. 2021).

A atividade catalitica de NPs-Au tem sido amplamente empregada em varias
reacdes entre as quais a oxidagao preferencial do monoxido de carbono, a oxidagéo
de hidrocarbonetos, a reducdo de o6xidos de nitrogénio com hidrocarbonetos,
monoxido de carbono ou hidrogénio, a epoxidacao do estireno, a oxidacéao do etanol,
a hidrogenacdo de hidrocarbonetos, a oxidagdo e decomposicdo de aminas e
compostos organicos halogenados e a reacdo de deslocamento de mondxido de
carbono com vapor d'agua (FERREIRA & RANGEL, 2009). Dentre as aplicacdes
cataliticas que tém sido amplamente investigadas, observa-se a degradacao ou

deteccdo de poluentes, como moléculas de corantes organicos (MARCELO, 2017).

4.2.4 Atividade catalitica de NPs-Au em reducdo de moléculas de corantes

A reducdo catalitica de corantes envolvendo NPs-Au tem se mostrado um
método promissor e eficiente, no qual transforma os poluentes organicos em produtos
quimicos mais seguros, para descarte no meio ambiente. Pois a presenca de corantes
organicos nos recursos hidricos € considerada toxica e representa um risco para a
salude humana e ao ecossistema aguatico, pois a exposicao a esses contaminantes
apenas por um curto periodo de tempo pode causar consequéncias negativas. (VEIZI
et al., 2021).

Os corantes sado designados como substancias organicas que apresentam
caracteristicas de coloragao intensa ou fluorescentes, de origem natural ou sintéticas,
possuindo a propriedade de se fixar a diferentes substratos alterando a sua cor
(ZAZYCKI, 2019).

Em vista disso, é de suma importancia que efluentes como o azul de metileno
e o azul de toluidina sejam tratados adequadamente, pois sdo corantes catidnicos e
possuem alta reatividade, tornando-se residuos causadores de diversos impactos
negativos ao meio ambiente (SILVA, 2019).

O cloreto de tetrametiltionina, também conhecido como azul de metileno
(C16H18CIN3S), é um composto aromatico heterociclico e possui massa molar de
373,92 g/mol. Ele é solido, bastante solivel em agua e etanol, produzindo solugéao
azul ap6s a dissolucdo (SILVA, 2019). Na Figura 6 é apresentada a estrutura
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molecular do corante azul de metileno.

Figura 6 — Formula quimica estrutural do Azul de metileno.
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Fonte: Préprio autor, 2021.
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O azul de metileno (AM) possui uma ampla gama de aplicac6es e é empregado
na industria téxtil no tingimento de seda, algodéo, 1a, poliésteres, nylons e como
propésito de impressao (SILVA, 2019).

Por sua vez, o corante Azul de toluidina (AT), ou também chamado cloreto de
tolénio (C1sH16CIN3S), € um corante aroméatico heterociclico sollvel em &lcool ou dgua
que na regido espectroscopica do UV-Vis possui uma alta intensidade de absorcao
(SCURO, 2021). Na Figura 7 é apresentada a estrutura molecular do corante azul de

toluidina.

Figura 7 — Férmula quimica estrutural do Azul de toluidina.

+
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Fonte: Préprio autor, 2021.

Sendo muito utilizado em histologia e em anadlises de deteccdo de lesdes
suspeitas de malignidade. Além de ser um agente fotossensibilizante que age muito
eficazmente na inativacdo de virus e bactérias, organismos patogénicos. A solugéo
de azul de toluidina também é usada no teste para identificacdo da presenca de

lignina, mudando sua coloracéo de azul para rosa (SCURO, 2021).
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4.3 Métodos de sintese de NPs-Au

Quanto a sintese de NPs-Au, assim como para as demais NPs metalicas,
existem trés amplas taticas de obtencdo desses materiais: 0s métodos quimicos,
fisicos e bioldgicos.

Elas podem ocorrer pela abordagem Top down — técnicas fisicas, destrutivas,
“de cima para baixo” — ou pela abordagem Bottom up — técnicas quimicas e bioldgicas,
“de baixo para cima”, que envolvem o crescimento de NPs a partir do tamanho atémico
(KHAN et al., 2017; BARBOSA, 2018). A Figura 8 ilustra ambas abordagens.

Figura 8 — Abordagens de nanofabricacdo Top down e Bottom up, sendo as letras
representacdo do tamanho de: A: material em tamanho bulk, B: material em p6, C:
nanoparticulas, D: aglomerados e E: atomos.

A B C D E

] ,:,l

> N ., 1Y & 4
o

Top down . & Bottom up

Fonte: Préprio autor, 2021.

Alguns métodos reportados para sintese de NPs-Au séo: termolise e irradiacao
(métodos fisicos) e métodos mais convencionais com a reducao de sais de ouro por
agentes redutores como citrato de sédio, borohidreto de sodio ou glucose (métodos
quimicos) (VO et al., 2014).

Os métodos baseados em reacfes quimicas de oxirredu¢cdo sao mais
empregados, em geral, por via aquosa, levando a formagdo de coloides
(NARAYANAN & SAKTHIVEL, 2011; MARANGONI, 2012; MILANEZE, 2015).

As sinteses fisicas e quimicas geralmente possuem alto consumo de energia e
as vezes podem envolver substancias quimicas tdéxicas, enquanto as técnicas
biol6gicas, também conhecidas como de sintese verde, sdo rentaveis, limpas,
atoxicas e ecologicamente corretas (RAI, 2013).

Por outro lado, vem se amplificando estudos que produz NPs-Au através de

métodos de reducgédo de sais de ouro por sintese verde, se tornando uma alternativa
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ao uso de estabilizantes quimicos, uma vez que o material bioldégico utilizado na
sintese possui compostos que trabalham paralelamente entre redutores e

estabilizantes, desprezando o uso de materiais nocivos (SCURO, 2021).

4.3.1 Sintese quimica

Nos métodos quimicos, espécies moleculares ou i6nicas sao transformadas em
NPs, basicamente por duas maneiras: a deposi¢cao quimica de vapor ou a sintese em
fase liquida ou coloidal (por reducao quimica).

No processo por deposicdo quimica de vapor, 0S compostos precursores sao
vaporizados reagindo em fase gasosa (normalmente em altas temperaturas) e
depositando na forma de pé ou filme sobre um substrato. O controle do tamanho dos
materiais no processo por deposicdo quimica de vapor € obtido por meio do ajuste
dos parametros de reacdo tais como temperatura, vazdo e quantidade relativa de
precursores (SANTOS, 2011).

Ja& os métodos de reducdo quimica baseiam-se na transformacdo de um
complexo metalico para o estado de valéncia zero mediante o uso de reagentes
guimicos redutores. Neste caso, o tamanho e a forma das NPs sdo controlados pelas
condicbes de reacdo e pela adicdo de agentes estabilizantes. Este segundo
procedimento é mais versatil que o primeiro e por meio dele uma ampla possibilidade
de aplicacbes é viabilizada devido as NPs serem obtidas em solucdo (SANTOS,
2011).

Vale destacar, que ao manusear NPs-Au é necessario a utilizacdo de agente
estabilizante, pois essas NPs possuem alta energia, o0 que as deixam instaveis,
podendo ocasionar agregacdo e descontrole do tamanho das particulas
(DJAJADISASTRA et al., 2014).

A sintese quimica é muito versatil para controlar o tamanho das NPs e permite
uma variedade de aplicacbes, mas normalmente gera subprodutos prejudiciais e em
alguns casos, toxicos, como por exemplo, para aplicacbes nos campos da biologia
e/ou medicina onde é condicdo extremamente necesséaria a biocompatibilidade das
NPs coloidais (WENDER et al., 2010).
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4.3.2 Sintese verde

A sintese verde de nanoparticulas (NPs) é um método bioldgico no qual se
utiiza de plantas, algas, fungos, bactérias e até mesmo virus, e busca o
aproveitamento desses organismos biolégicos, ou partes deles (6rgaos, tecidos,
células ou biomoléculas), em alternativa aos produtos quimicos toxicos, usados
normalmente, como reagentes nas reacoes de sintese de nanocompostos (IRAVANI,
2011; ALBERNAZ, 2014).

Este método de sintese vem sendo progressivamente aplicado para producao
de NPs por apresentar grandes vantagens como menor custo, menor impacto
ambiental utilizando materiais renovaveis e nao toxicos (RAFIQUE et al., 2017). Com
0 aumento da conscientizacdo sobre a protecdo ambiental, vem se concentrando
pesquisas na chamada “quimica verde” (SANTIN et al., 2016).

Vérios trabalhos ja mostraram a eficacia de diversos bioprodutos para producao
de NPs, como o uso de capim annoni ( O, 2021), amoreira do campo (ALBERNAZ,
2014), algas (ARAGAO et al., 2016), bactérias e fungos (ABDEL-RAOUF et al., 2018),
semente de jaca (CHANDHRU, 2019), casca de banana (BANKAR et al, 2010),
polvilho azedo (SANTIN et al, 2016), beldroega-da-praia (NABIKHAN et al., 2010) e

diversos outros materiais bioldgicos.

4.3.3 Sintese utilizando extrato de plantas

As plantas sdo 6timos agentes biosintetizantes, pois produzem biomoléculas
funcionais que reduzem ativamente ions metdlicos, promovendo também agentes
protetores e estabilizadores das NPs (RAI, 2013).

Plantas podem atuar como agentes quimicos redutores de sais metalicos
devido a grande variedade de componentes e possuem grande vantagem em relacdo
aos solventes toxicos porque além de levar a formacgéo do coloide também estabilizam
e em alguns casos funcionalizam as NPs (MITTAL et al., 2013; SADEGHI et al., 2015).
Entres os varios compostos, se destacam: compostos fendlicos, flavonoides,
aminodcidos, terpenoides, acido citrico, grupos funcionais (alcoois, aldeidos, aminas),
compostos heterociclicos, polissacarideos e acido tanico (AKHTAR et al., 2013). Estes
agentes redutores podem ser encontrados nas folhas, talos, sementes, raizes e na

mistura destes em diversos tipos de plantas (SCURO, 2021).
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A Figura 9 demonstra de modo genérico as fases de formacdo das NPs-Au por
meio da sintese verde. O processo se da através de reacdo de oxirreducdo, onde
compostos quimicos presentes no extrato vegetal reduzem o ouro i6nico (Au®*)
formando &tomos em seu estado elementar (Au®). Logo apds, ha o processo de
nucleacdo, onde colisbes entre estes atomos formam nucleo estavel. Na sequéncia
ocorre a etapa de crescimento, onde particulas maiores se formam devido colisbes
por forcas eletrostaticas. Por fim, a estabilizacdo é atingida pela extingdo dos ions
Au3* na solucdo ou devido ao recobrimento das particulas por compostos presentes

no extrato que impedem a aglomeracédo (TURKEVICH et al., 1951).

Figura 9 — Etapas de formacédo de NPs-Au por meio de sintese verde.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2016.

Fatores como a natureza do extrato vegetal, a concentracdo do mesmo e
também do sal precursor, o pH e a temperatura do meio reacional, além do tempo de
reacdo, podem influenciar a velocidade de sintese, bem como a quantidade, o
tamanho e o formato das NPs (FERREIRA, 2016). A variacdo destes parametros visa

aumentar o rendimento e a velocidade da reacdo (AKHTAR, 2013).
4.4 Eugenia uniflora L. (Pitanga)
A Eugenia uniflora L. (Figura 10) € um arbusto denso (2-4 metros) pertencente

a familia das Myrtaceae (LORENZI et al., 2015) e € uma das espécies mais

popularmente conhecidas e apreciadas no Brasil, podendo ser chamada de pitanga,



pitangueira-vermelha, pitanga-mulata, nangapiré, pitanguero,

surinam cherry e cayenne cherry (VIGNALE et al., 2018).

Figura 10 — Fotografia da Eugen
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ia uniflora L. em fase adulta.
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Fonte: Préprio autor, 2020.
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brazilian cherry,

Seus frutos (Figura 11), baga globosa, séo utilizados como alimento; as folhas

para extracdo de 0Oleo essencial e na medicina tradicional; e a planta em si é utilizada

para fins ornamentais, devido seu formato ramificado. E uma espécie nativa, ndo

endémica e de facil adaptacdo, estando presente em todos os biomas do Brasil

(BEZERRA et al., 2018). Seu periodo de florescéncia e frutificacdo variam de acordo

com a regido.

Figura 11 — Fotografia do fruto maduro de Eugenia uniflora L.
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Fonte: Préprio autor, 2020.
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Na industria alimenticia, sua polpa é utilizada na fabricacdo de produtos como
polpas, doces, sorvetes, iogurtes e licores (DA SILVA et al., 2020; SOARES, 2014).

Suas sementes (Figura 12) sdo recalcitrantes, ou seja, sensiveis a dessecacao,
e pode ser facilmente propagada por elas quando viaveis, embora a propagacéo
vegetativa também seja viavel (enxertia e estaquia) (BEZERRA, 2002; LOAIZA, 2020).

Figura 12 — Fotografia das sementes de Eugenia uniflora L.

Fonte: Préprio autor, 2020.

Estudos como de Soong & Barlow (2004) demonstraram um conteudo fendlico
significativamente mais alto e total capacidade antioxidante nas sementes de frutas
do que em suas por¢des comestiveis.

Com isso, as sementes de de Eugenia uniflora L. vém sendo amplamente
estudadas devido aos compostos fendlicos com acdo antioxidante e algumas com
acdo hipoglicemiante e antirreumaticas, também utilizadas em distirbios estomacais
e como anti-hipertensiva (ALMEIDA et al., 1995) tendo um grande potencial
agroindustrial, alimentar e terapéutico. (Sardi et al., 2017).

A Tabela 1, apresenta resultados obtidos por Bagetti et. al. (2007) quanto a
composicao de sementes de de Eugenia uniflora L., das variedades roxa, vermelha e

laranja.



Tabela 1 — Composicéo (g por 100g de peso fresco) de sementes de Eugenia

uniflora L., nas variedades roxa, vermelha e laranja.

Roxa Vermelha Laranja
Umidade 57,5+0,4 58,6 £0,7 57,0+0,0
Cinza 0,8+0,1 0,8+0,0 0,6 +0,0
Proteina 3,7+0,2 3,6+0,2 3,3+0,2
Gordura 0,5+0,0 0,7+0,0* 0,7+0,0*
Carboidrato 375+05  364+09 384%0,2
Total
Fibra total 247+0,1 234+0,1 23,0+0,1
Fibra insolavel 23,7+0,2 23,3+0,0 23,0+0,0
Fracao Nifext 12,8 +0,5 13,0+ 0,9 14.4+0.2
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Fonte: BAGETTI et al., 2007.

Luzia et al. (2010) misturaram as sementes de Eugenia uniflora L. trituradas
com alcool etilico, na proporcdo de 1:3 (P/V), formando um extrato etandlico. Essa
solucdo, foi submetida a andlises espectrofotométrica e cromatografica que
determinou que a concentracao de compostos fendlicos totais encontrada foi de 75,64
mg de equivalentes de acido gélico por grama de extrato de pitanga e a presenca de
acidos graxos insaturados foi de 58,06% do total de acidos graxos.

Bagetti et al. (2007) também concluiram em seu estudo, que sementes de
Eugenia uniflora L. apresentam poderosa capacidade antioxidante associada com seu
alto conteudo fendlico.

Pereira (2018), em estudo de perfil de fendlicos das sementes de Eugenia
uniflora L., identificou o acido galico como composto fendlico predominante. As
concentragcdes dos compostos fendlicos analisadas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) e expressas em mg/100g de sementes, estdo na Tabela 2.
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Tabela 2 — Compostos fendlicos determinados por CLAE expressos em mg/100 g de
sementes secas de Eugenia uniflora L.

Compostos fenolicos Eugenia uniflora L.
Acido galico 19,55+ 0,19
Catequina nd
Acido clorogénico nd
Acido cafeico nd
Vanilina nd
Acido ferdlico nd
Transcinamico nd
Total 19,55

* nd = ndo detectavel
Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2018.

No contexto do presente estudo, busca-se utilizar extrato aquoso de sementes
de Eugenia uniflora L. na producdo de NPs-Au, agregando valor ao que seria um
subproduto, comumente descartavel.

Como ja demonstrado em estudos anteriores, encontram-se presentes nas
sementes de Eugenia uniflora L. compostos metabdlicos secundarios, como acidos
fendlicos, flavonoides, alcaloides, terpenoides e taninos (SHANMUGAVADIVU &
KUPPUSAMY, 2017) que combinados com biomoléculas como aminoacidos,
polissacarideos e proteinas podem ser usadas no processo de sintese verde de NPs
metalicas, incluindo NPs-Au (AKHTAR, 2013).

Desse modo, esses compostos atuam de forma influente na reducao dos ions
de ouro e na estabilizagdo das NPs-Au produzidas (MOHAMMADLOU et. al., 2016).

4.5 Métodos instrumentais de caracterizagdo de NPs-Au

Em vista & necessidade de avaliar quesitos como concentragcdo, composicao,

tamanho e forma de particula, além de outras caracteristicas de superficie de NPs,
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instrumentos analiticos sdo fundamentais e devem ser utilizados na caraterizacéo de
um material (FERREIRA, 2016).

Diversas sao as técnicas instrumentais de caracterizacdo de NPs metalicas,
contudo, as mais comumente utilizadas e que foram utilizadas aqui para analisar as
NPs-Au produzidas séo as técnicas de UV-Vis, FTIR, DRX e MET. Na sequéncia elas

serdo fundamentadas, e o seu uso em cada ensaio do trabalho justificado.

4.5.1 Espectroscopia de absor¢do UV-Visivel

A espectroscopia de absorcao na regido do UV-Visivel (UV-Vis) € uma técnica
de caracterizacdo espectroscopica que permite a analise dos estados eletrénicos e
fornece informagbes sobre os sistemas 11 conjugados. E uma das técnicas analiticas
mais empregadas, em funcéo de robustez, custo relativamente baixo e grande nimero
de aplicacdes desenvolvidas (SANTIN et al., 2016).

Ela utiliza luz na faixa do visivel, do ultravioleta préximo e do infravermelho
proximo. Nessas faixas de energia as moléculas sofrem transicdes eletrénicas
moleculares. A absor¢éo de energia € quantizada e conduz a passagem dos elétrons
de orbitais do estado fundamental para orbitais de maior energia em um estado
excitado (SKOOG et al., 2002). Quando um feixe de luz monocromatica atravessa
uma solucdo com moléculas absorventes, parte da luz é absorvida pela solugéo e o
restante é transmitido. A absorcao de luz depende basicamente da concentracédo das
moléculas absorventes e da espessura da solucdo — caminho 6tico (SKOOG et al.,
1992).

A espectroscopia UV-Visivel é utilizada para caracterizar bandas plasmonicas
de nanoparticulas metélicas e servem para atestar a formacao das mesmas. Tal como
ja visto anteriormente, as NPs possuem diversas coloracfes que podem ser atribuidas
ao efeito RPS. A banda de absor¢cdo maxima (Amax) para NPs-Au esta entre 500-600
nm, de maneira que se desloca para a direita com o aumento do tamanho (SONG et
al., 2009; PISSUWAN et al., 2010; PETRYAYEVA & KRULL, 2011). Quando ha
formacado de agregados séo geradas ressonancias em energia menores ocasionando
picos por volta de 650nm (FERREIRA, 2016). NPs com diametros médios em torno
de 14 nm tem pico maximo em 530 nm e as com 99 nm o pico ocorre em 575 nm
(LINK & EL-SAYED, 1999).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Luz
https://pt.wikipedia.org/wiki/Espectro_vis%C3%ADvel
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_ultravioleta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_infravermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Transi%C3%A7%C3%A3o_eletr%C3%B4nica&action=edit&redlink=1
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4.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma
andlise que fornece evidéncias da presenca de grupos funcionais presentes na
estrutura de uma substancia, podendo ser utilizada na identificacdo de um composto
ou para a investigar sua composicdo quimica, muito utilizada na analise organica
qualitativa, em especial nas areas de sintese, transformagfes organicas e quimica de
produtos naturais (LOPES & FASCIO, 2004).

Baseia-se no fato de que as ligacdes quimicas das substancias possuem
frequéncias de vibracdes especificas, as quais correspondem a niveis de energia das
moléculas (chamados de niveis vibracionais). Os niveis de vibracdo das moléculas
dependem de vérios fatores, como geometria molecular, massas dos atomos e
acoplamento de vibracdes. Se a molécula receber radiacdo eletromagnética com a
mesma energia de uma dessas vibracdes, a luz serd absorvida somente se a molécula
sofrer uma vibragdo no seu momento dipolar durante essa vibragdo (CASANOVA,
2010).

Neste estudo, a espectroscopia no infravermelho tem a finalidade de determinar

possiveis grupos quimicos envolvidos na reducdo das NPs-Au.

4.5.3 Difratometria de raios X (DRX)

A Difratometria de raios X € a técnica mais indicada para determinar a
cristalinidade das estruturas das NPs-Au (FERREIRA, 2016).

Baseia-se na interacd@o entre a incidéncia de um feixe de raios X e os elétrons
dos &tomos de uma amostra (TEIXEIRA, 2014), originando o fendmeno de difracéo,
gue ocorre segunda a Lei de Bragg, a qual estabelece a relacédo entre o angulo de
difracdo e a distancia entre os planos que a originaram (caracteristicos para cada fase
cristalina) (ALBERS et al., 2002).

Suas principais vantagens sao a simplicidade e rapidez do método, aléem da
alta confiabilidade dos resultados obtidos, uma vez que o perfil de difracao resultante

€ caracteristico para cada fase cristalina (ALBERS et al., 2002).
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4.5.4 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A Microscopia eletrdnica de transmisséo tem sido a técnica de imagem mais
utilizada para a caracterizagdo morfologica de NPs-Au. Ela possibilita a determinacao
da forma e tamanho, além de seu estado de agregacédo (FERREIRA, 2016).

Nesta técnica a amostra € irradiada por um feixe de elétrons de corrente
uniforme, gerado por um canhdo de elétrons, que atravessa a amostra produzindo
diferentes tipos de espalhamento, a depender do tipo de material. Os elétrons
transmitidos séo percebidos por um detector que traduz o sinal de imagem (PADILHA,
2010).
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5 METODOLOGIA

A metodologia proposta neste trabalho divide-se basicamente em trés
momentos distintos: primeiro, a sintese verde; segundo, a caracterizacdo das NPs-
Au; e terceiro, a aplicacéo catalitica das NPs-Au produzidas.

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratério de Materiais e
Meio Ambiente (LMM), da Universidade Federal do Pampa, Campus Bagé, RS. As
instrumentacdes analiticas utilizadas neste estudo estédo listadas no texto que segue.
O fluxograma da Figura 13 mostra uma abordagem geral das etapas envolvidas no

trabalho em questao.

Figura 13 — Fluxograma das etapas envolvidas neste trabalho.
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Fonte: Préprio autor, 2021.

5.1 Quimicos

Todos os produtos quimicos utilizados no trabalho séo de grau analitico. O
Acido tetracloroaurico (HAuUCls-3H20 — Sigma Aldrich), Azul de metileno (C.l. 42555 —
Vetec), Azul de toluidina (C.l. 52040 — Vetec) e Borohidreto de sddio (NaBH4 — Sigma
Aldrich).
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5.2 Coleta dos frutos e sementes

Os frutos (maduros e saudaveis) de Eugenia uniflora L. (pitanga), foram
coletados no municipio de Bagé, RS, zona urbana, Praca da Estacdo (latitude —
31°19’41.3”, longitude — 54°06'04.8” e altitude — 228 m), durante o periodo de
primavera, no més de outubro de 2020. Apoés a colheita, os frutos foram conduzidos
ao Laboratério de Materiais e Meio Ambiente, onde as sementes foram removidas
manualmente do fruto, lavadas em agua deionizada (diversas vezes) e secas em
estufa a temperatura de 60 °C por 24 horas. As sementes desidratadas (Figura 14
(A)), foram moidas em moinho analitico e transformadas em p6 (Figura 14 (B)) para

posteriormente serem utilizadas no preparo do extrato.

Figura 14 — Sementes de Eugenia uniflora L. em processo de moagem. A: sementes
desidratadas e B: p6 de sementes secas.

Fonte: Préprio autor, 2020.

5.3 Preparo do extrato de semente de Eugenia uniflora L.

Para o preparo do extrato aquoso de semente de Eugenia uniflora L.,
inicialmente pesou-se, devidamente em balanca semi analitica (Marte UX420H), 2
gramas de sementes moidas, que adicionadas a 100 mL de agua ultrapura em
temperatura de 60 °C foi mantida sob agitacdo em um agitador magnético (IKA RH
basic 2, Germany) por 20 minutos. Apds, a mistura foi submetida ao processo de
filtracAdo com papel filtro (Whatman n° 1), funil de vidro e suporte universal. O filtrado
obtido (extrato bruto), liquido de coloragdo em tom amarelo-alaranjado foi coletado e
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imediatamente empregado como agente redutor e estabilizante. O procedimento geral
para o preparo do extrato € mostrado na Figura 15.

Figura 15 — Procedimento geral para o processo de obtencao do extrato de Eugenia

uniflora L. A: pesagem; B: obtencédo do extrato; C: filtracdo e D: extrato filtrado.
A Tl

Fonte: Préprio autor, 2020.

5.4 Otimizacao do processo de formacao de NPs-Au

Em estudo prévio foram investigadas as influéncias do volume de extrato (1,0—
5,0 mL), biomassa (1,0 — 3,0 %), concentracédo de HAuCls (0,25 — 1,0 mM), pH (2,0—
9,0) e tempo de sintese (0,5 — 60,0 min), no processo de formacdo das NPs-Au a
temperatura de 25 °C. Para este propésito, cada parametro foi estudado
separadamente. Estas influéncias de parametros de sintese foram investigadas pelas
analises das bandas plasmonicas das NPs-Au observadas nos espectros de UV-Vis.
Considerou-se como sendo melhor condi¢ao de formacédo das NPs-Au aquela em que

a absorbéancia € mais elevada e o comprimento de onda de maxima absorbéancia
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(Amax) é menor, indicando a hipétese de formacgéo de maiores quantidades de NPs-
Au com diametros menores (SILVA, 2016). Os resultados destes estudos estdo
demonstrados nos Apéndices A, B, C, D e E, respectivamente. Analisados os
resultados, concluiu-se que a melhor condicdo para formacéao das NPs-Au foi com 5,0
mL de extrato, 2% (m/v) de biomassa, concentracdo de 1,0 mM de HAuCls, pH ~ 5,0
(natural da solucdo) e tempo de sintese de 2,0 minutos. Considerando a influéncia
dos parametros estudados, a sintese de NPs-Au foi realizada sob condi¢des
otimizadas.

O procedimento detalhado de sintese de NPs-Au por extrato aquoso de
semente de Eugenia uniflora L. é descrito na se¢éo a seguir.

5.5 Sintese verde de NPs-Au

A formacgéo das NPs-Au pelo método de sintese verde foi realizada em uma
Unica etapa, a partir da mistura da solucao aquosa de HAuUCls e extrato aquoso de
Eugenia uniflora L., a temperatura de 25 °C.

Em um experimento, 5,0 mL de extrato 2% (m/v) foram adicionados a 10,0 mL
de HAuUCIl4.3H20 (1mM), e mantidos em agitacdo (120 rpm) por 2 minutos, a 25 °C, o
gue resultou na formacgéo de solugéo coloidal de NPs-Au.

5.6 Secagem das NPs-Au

Em microtubos de 2 mL de capacidade, foram adicionados 1,5 mL de solucéo
de coloide. Em seguida, a solucao foi centrifugada a 7.000 G (~ 8850 rpm), por 30
minutos, a 25 °C. O pellet de NPs-Au formado do coloide foi separado do
sobrenadante, purificado por sucessivas redispersdbes em agua ultrapura,
centrifugado por trés vezes, colocadas em placas de Petri e submetido ao processo
de secagem em estufa a 60 °C, por 8 horas. A Figura 16 ilustra detalhe das NPs-Au
resultantes da secagem. Deste modo foram utilizadas as NPs-Au (pellet seco) nas

reacOes de reducdo catalitica.
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Figura 16 — Pellet seco de NPs-Au sintetizadas com extrato de Eugenia uniflora L.,
resultante dos processos de centrifugacéo e secagem.

Fonte: Préprio autor, 2020.

5.7 Caracterizacao das NPs-Au

As NPs-Au sintetizadas foram caracterizadas por Espectroscopia ultravioleta-
visivel (UV-Vis), Espectroscopia no infravermelho (FTIR), Difracéo de raios X (DRX) e
Microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), de modo a se obter informacdes sobre

sua formacao, composicéo, morfologia e dispersao.

5.7.1 Espectroscopia UV-Vis

Para o acompanhamento de formacéo e obtencédo de dados de absorbéancia
das NPs-Au, foi utilizado o espectrofotdmetro UV-Vis (Agilent, Cary 50 Bio, EUA)
(Figura 17), do Laboratorio de Materiais e Meio Ambiente da Universidade Federal do
Pampa — LMM/Unipampa. A leitura de aliquotas de solucédo de coloide foi feita em
cubetas de quartzo, na faixa de 350-800 nm com intervalo de 1 nm e velocidade de
varredura de 240 nm/min. O resultado foi expresso por meio de graficos de
absorbancia (u.a.) versus comprimento de onda (nm), com auxilio do software
OriginPro 8.0.



49

Figura 17 — Fotografia do espectrofotdmetro UV-Vis do LMM da Unipampa.

Fonte: Préprio autor, 2021.

5.7.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para identificar compostos quimicos presentes no extrato aquoso de Eugenia
uniflora L. que provavelmente estejam envolvidos na reducédo dos ions Au®** e no
capeamento das NPs-Au, foi utilizado o espectrofotdbmetro Spectrum-Two FTIR
(PerkinElmer, EUA) (Figura 18), combinado com o acessorio ATR (Refletancia Total
Atenuada), do Laboratorio de Materiais e Meio Ambiente da Universidade Federal do
Pampa — LMM/Unipampa. O espectro foi obtido a partir de alguns miligramas de NPs-
Au (pellet seco), na regido de nimero de onda de 400-4000 cm™, com resolucéo de

4 cm™, acumulando 32 varreduras.

Figura 18 — Fotografia do espectrofotometro FTIR do LMM da Unipampa.

Fonte: Préprio autor, 2021.
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5.7.3 Analise por Difracédo de raios X (DRX)

Para caracterizar as NPs-Au sintetizadas quanto a natureza cristalina e
tamanho de cristalito, foi utilizado o difratdmetro de raios X Rigaku (Modelo ULTIMA
IV) (Figura 19) fornecido com uma fonte de radiagéo CuKa (A = 1,5418 A) e geometria
Bragg-Brentano, operando a uma tenséo de 40 kV e corrente de 20 mA, pertencente
ao Laboratério de Difratometria de Raios X, da Universidade Federal do Pampa —
Unipampa. Para andlise, um filme de NPs-Au (pellet seco) foi colocado em uma placa
de vidro e as varreduras foram registradas na faixa de 20° - 80° em temperatura
ambiente, com tempo de integracdo de 5 segundos. O tamanho do cristalito foi
calculado utilizando a equacéo de Scherrer, D = 0,94)\/BcosOs, onde D tamanho médio
de cristalito (nm), A € o comprimento de onda do raio X (0,15418 nm), B é a largura a
meia altura do pico (radianos) e 6s € 0 angulo de Bragg obtido dividindo por 2 o valor
do 26 do pico correspondente (KLUG & ALEXANDER, 1974). Para o calculo,

considerou-se todos os picos obtidos no difratograma.

Figura 19 — Fotografia do difratbmetro de raios X do Laboratoério de Difratometria de
Raios X da Unipampg. r

Fonte: Préprio autor, 2022.

5.7.4 Analise de Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Para estudar tamanho, forma e estado de agregacéo das NPs-Au sintetizadas,
foi utilizado o microscépio eletrbnico de transmissdao JEOL JEM 1400 (Figura 20),
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operado com tensdo de aceleracdo de 120 kV, do Centro de Microscopia Eletrénica
da Zona Sul, da Universidade Federal do Rio Grande — CEME-Sul/FURG. As amostras
foram preparadas por drop-casting. A solucdo de coloide foi depositada por
gotejamento em grades de cobre revestidas por carbono. A grade foi seca a
temperatura ambiente e posteriormente analisada. A imagem foi obtida com aumento
de 120.000x e 150k. O diametro médio das particulas foi determinado com base na
andlise de 1000 particulas medido pela imagem de MET, com auxilio do software
Sigma Pro Scan.

Figura 20 — Fotografia do microscépio eletrénico de transmissdo do CEME-Sul da
FURG.

Fonte: Préprio autor, 2022.

5.6 Estudo da atividade catalitica das NPs-Au

Neste experimento investigou-se a atividade catalitica das NPs-Au produzidas
nas redugdes cataliticas dos corantes catibnicos Azul de metileno (AM) e Azul de
toluidina (AT). Para ambos os corantes se utilizou 0 mesmo método, com a presenga
de Borohidreto de s6dio (NaBH4) e NPs-Au, a temperatura de 25 °C.
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Em uma cubeta de quartzo, colocou-se 3 mL de solucéo do corante (0,05 M),
500 pL de uma solucao recentemente preparada de NaBHa4 (0,1 M) e 10 mg de NPs-
Au. O mesmo procedimento foi repetido sem a presenca das NPs-Au para fins
comparativos. A reducéo dos corantes pelas NPs-Au foi monitorada em intervalos de
tempo, através de espectros de UV-visivel na faixa de comprimento de onda de 300-
750 nm. A descoloracéo percentual (D%) de corante foi calculada usando a Equacao
1 (BISWAS et. al., 2017).

%D=%M1oo
0 (1)

Ao corresponde a absorbancia inicial de corantes no tempo zero, enquanto At € a
absorbancia aparente dos corantes no tempo "t* em 620 nm (para o AT) e 660 nm
(para 0 AM).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Sintese verde das NPs-Au

Numa fase preliminar foram realizados estudos sobre a influéncia de diferentes
parametros de sintese, como volume de extrato, quantidade de biomassa,
concentracéo de precursor, pH do extrato e tempo de sintese, na formacéo das NPs-
Au. Escolhidos os parametros, realizou-se a sintese das NPs-Au nas condi¢cdes
otimizadas.

A formacéo das NPs-Au pelo método de sintese verde foi realizada em Unica
etapa, a temperatura de 25 °C, utilizando o HAuCls (1 mM) como fonte de ions Au3*,
para que estes quando da presenca de agentes redutores (fitoquimicos) gerem
atomos de ouro, Au%; e o extrato aquoso de sementes de Eugenia uniflora L. como
agente redutor e estabilizador de baixo custo.

O extrato aquoso de sementes de Eugenia uniflora L. na concentracéo 2% (m/v)
apresenta coloracdo amarelo alaranjado, ja a solu¢cdo HAuCIl4 (1mM) apresenta leve
coloracdo amarelo translicido, como demostrado na Figura 21 (A e B,
respectivamente). Ao longo da preparacdo das NPs-Au, observou-se que ao misturar
0 extrato a solucdo contendo ions Au®*, jA nos primeiros 30 segundos a solucéo
adquiriu uma tonalidade marrom claro, passando a avermelhada, sem a presenca de
precipitados, como pode ser visualizado na Figura 21 (C), em 2 minutos, com agitacao.

Estes resultados mostram que a acdo do extrato aquoso de sementes de
Eugenia uniflora L. como redutor € muito rapida, o que sugere o excelente potencial
redutor do extrato, principalmente quando comparados a resultados de outros estudos
gue abordaram producao de NPs-Au através de sintese-verde, como Milaneze (2015),
gue utilizou resina de Virola oleifera, Karthik et al. (2017), que utilizaram folhas de
Bischofia javanica, e Sadeghi et al. (2015), utilizando folhas de Stevia rebadiauna,
onde nestes estudos conseguiram realizar a sintese e estabilizagdo das NPs-Au com
tempos superiores, por vezes com 0 uso de aquecimento e ajustes de pH do meio

reacional.
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Figura 21 — Observacéo visual da mudanca de coloragao nas solu¢des no processo
de sintese verde. A: solucéo 2% (m/v) de extrato aquoso de sementes de Eugenia
uniflora L.; B: solugéo de HAuCls (1 mM); e C: solucao coloidal de NPs-Au.

Fonte: Préprio autor, 2020.

O coloide manteve a sua coloracao praticamente inalterada por um periodo de
até 60 dias, quando armazenado em frasco fechado, a 5 °C e no escuro. Considera-
se este resultado importante, pois, neste caso, pode-se dispensar a necessidade de
liofilizacdo, o que em muitos casos impede a ressuspensdo adequada. A boa
estabilidade das NPs-Au comprova a acao estabilizante do extrato, que
provavelmente se deve ao fato de possuir moléculas bioativas que formam uma
camada estabilizadora na superficie das NPs-Au, evitando assim a aglomeracéo das

mesmas em solucdao.

6.2 Caracterizacao das NPs-Au
6.2.1 Espectroscopia de absorcdo no UV-Vis
A primeira evidéncia de ocorréncia de formacdo das NPs-Au pelo extrato

sementes de Eugenia uniflora L. foi obtida pela mudanca de coloracéo da solucéo.
Embora se tenha conhecimento da literatura que a coloracdo avermelhada
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corresponda a banda RPS na faixa de 510-540 nm, coincidindo com as absor¢des de
nanoparticulas de ouro (500-550 nm), isto por si s6 néo é suficiente para afirmar com
precisdo a formacado das NPs-Au. A andlise espectroscopica de absor¢ao na faixa UV-
Vis consiste em um método simples e preciso para monitoramento de formacéo de
NPs metéalicas em dispersao (SANTIN et al., 2016). Sendo assim, a solucéo coloidal
de NPs-Au foi submetida a analise por Espectroscopia de absorcdo UV-Vis. Para fins
comparativos, foram analisadas também as solu¢des do extrato e do HAUCls (1mM).
As solucdes foram analisadas na faixa de comprimento de onda entre 350 e 800 nm.
Os resultados desses estudos sdo apresentados nas Figuras 22, 23 e 24. Os
resultados apresentados nas Figuras 22 e 23 correspondem aos espectros de
absorcdo do extrato de semente de Eugenia uniflora L. e da solucdo contendo ions
Au*3, respectivamente, antes de iniciar a reacédo de reducéo. Analisando as Figuras
22 e 23, observa-se nitidamente a inexisténcia de bandas de RPS na regido
compreendida entre 500-550 nm, diferentemente da solucdo coloidal de NPs-Au.
Conforme demostrado na Figura 24, a solucéo coloidal das NPs-Au apresenta intensa
banda de absorcao de RPS entre 500-570 nm, centrada em 537nm (Amax), ratificando
a formacéo de NPs-Au pelo extrato. (SILVA, 2008; CAO, 2014).

Figura 22 — Espectro de absorc¢ao eletronica no UV-Vis do extrato aquoso de
semente de Eugenia uniflora L.
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Figura 23 — Espectro de absorc¢ao eletronica no UV-Vis da solu¢cdo HAuCls (1 mM).
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Figura 24 — Espectro de absorcao eletrénica no UV-Vis da solucéo coloidal de NPs-

Au sintetizadas com extrato de sementes de Eugenia uniflora L., a temperatura de
25 °C.
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6.2.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de Espectroscopia no infravermelho (FTIR) foi realizada com o
proposito de identificar as moléculas quimicas bioativas do extrato de semente de
Eugenia uniflora L. que possam estar associadas com a reducéo do ion Au®*. Foram
realizadas medicbes de FTIR-ATR das NPs-Au obtidas apds o processo de
centrifugacéo e secagem. O resultado espectroscopico desse estudo € mostrado na
Figura 25 e a interpretacdo dos resultados presentes na Tabela 3. O espectro no
infravermelho das NPs-Au (Figura 25) mostra varias bandas de absorcao entre 815
cm? e 3240 cm™ sendo algumas de maior e outras de menor intensidade. A banda
em 3242 cm no espectro foi atribuida aos grupos alcool e fenol (-OH) (CIMIRRO et
al., 2020). O pico na regido de 2922 cm* indica compostos alcano (-CH) (CIMIRRO et
al., 2020). A banda intensa em 1715 cm™ é uma caracteristica da amida | (C=ONH>)
(KARTHIK et al., 2017). A banda em 1600 cm™ indica a presenca de aminas (NH), e
abanda em 1329 cm sugere a presenca de alcoois e aromaticos (OH, C=C). A banda
em 1208 cmindica a presenca de &cidos carboxilicos (C=0), em 1037 cm* denota a
vibracdo de alongamento dos grupos éteres (-COC), éster (-COQ) e carboxilico (-
COOH) (YOUNUS, 2018). A banda em 815 cm™ foi atribuida a grupos de alcenos e
anéis aromaticos (C-H, C=CH). Esses resultados obtidos revelam que biomoléculas
contendo grupos OH, NH, C=ONH2, COC, COOH, C=0 e C=CHg, estao associadas a
reducdo do ion Au3*.



Figura 25 — Espectro no infravermelho das NPs-Au sintetizadas com extrato de
sementes de Eugenia uniflora L., a temperatura de 25 °C.
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Tabela 3 — Interpretacao dos resultados de FTIR das NPs-Au sintetizadas com
extrato de sementes de Eugenia uniflora L., a temperatura de 25 °C.

Bandas | Frequéncias (cm™) Grupos Tipos de compostos
funcionais quimicos
a 3242 OH Alcoois, fenol
b 2922 CH Alcanos e aldeidos
C 1715 (C=0)NH. Amidas
d 1600 MH Aminas
-] 1328 C-0, O-H, C-H, C=C, Alcoois e aromaticos
f 1208 C=0 Acidos carboxilicos
q 1037 COC; C=C: COO; COOH | Esteres e Acidos carboxilicos
h 215 C-H, C=CH, Aromaticos

Fonte: Préprio autor, 2021.
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6.2.3 Analise de Difracao de raios X (DRX)

Para caracterizar qual a natureza cristalina das NPs-Au sintetizadas, foi
realizada a analise estrutural da amostra através da técnica de Difragdo de raios X.
Para esta analise foi utilizada a amostra de NPs-Au (pellet seco). O difratograma de
raios X das NPs-Au sintetizadas € mostrado na Figura 26. O difratograma obtido pela
amostra de NPs-Au mostra cinco picos de difragdo Bragg em 20 de 38,2°, 44,3°, 64,6°,
77,6° e 81,7° correspondentes aos planos (111), (200), (220), (311) e (222) da
estrutura cubica de face centrada (cfc) de ouro (PHILIP, 2010). Os resultados obtidos
confirmam que a amostra se trata de ouro cristalino. O tamanho médio de cristalito

calculado utilizando a equacao de Sherrer foi de 11+7 nm.

Figura 26 — Difratograma de DRX das NPs-Au sintetizadas com extrato de sementes
de Eugenia uniflora L., a temperatura de 25 °C.
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6.2.4 Analise de Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

A Microscopia eletronica de transmissao (MET), foi utilizada para estudar a
morfologia e a distribuicdo de tamanhos das NPs-Au a partir da solugdo do coloide.
Os resultados destes estudos sdo mostrados nas Figuras 27 e 28, respectivamente.
A Figura 27 refere-se a imagem de MET das NPs-Au com amplificacdo de 120.000X
e na escala de 200 nm. A imagem obtida confirma a presenga de nanoparticulas
dispersas, predominando formas com contornos esféricos e triangulares. A anélise de
MET também foi realizada para medir o tamanho de particula das NPs-Au. O resultado
deste estudo € mostrado na Figura 28, que se refere ao histograma de distribuicdo de
tamanho de particula baseado em imagem de MET e na contagem de 1.000
nanoparticulas com auxilio do software SigmaPro. O histograma (Figura 28), revela
gue as NPs-Au possuem tamanhos variando entre 3 a 38 nm, com diametro médio de
particula de 18 nm, sendo a maioria com tamanho entre 12 e 18 nm. A curva de

distribuicdo Gaussiana apresenta desvio padrao de = 3 nm.

Figura 27 — Imagem de MET das NPs-Au sintetizadas com extrato de sementes de
Eugenia uniflora L., a temperatura de 25 °C, na escala de 200 nm.
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Figura 28 — Histograma de distribuicdo de tamanho de particula das NPs-Au de
acordo com resultado de MET.
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6.3 Atividade catalitica das NPs-Au

Numa terceira e ultima etapa do trabalho, estudou-se a performance catalitica
das NPs-Au como catalisadores na reducdo dos corantes catibnicos Azul de metileno
(AM) e Azul de toluidina (AT).

Pretende-se com este experimento apresentar uma alternativa aos métodos
fisicos e quimicos tradicionais utilizados para tratamentos de &aguas contendo
poluentes ndo biodegradaveis (corantes), métodos esses que, por vezes, hao
permitem a eliminacdo eficiente destes contaminantes, sdo caros e podem gerar
subprodutos potencialmente toxicos ao meio ambiente (SILVA, 2019).

A atividade catalitica das NPs-Au (pellet seco) na reducdo do AM e do AT
ocorreu em meio aquoso, na presenca de borohidreto de sédio (NaBH4) como redutor
e a temperatura de 25 °C. Ensaio controle foi realizado, porém, sem a presenca de
NPs-Au, para fins comparativos. Efeitos de concentracéo de catalisador (NPs-Au) e
concentracéo de agente redutor (NaBH4) ndo foram investigados. As concentragdes

utilizadas foram baseadas nas condigbes comumente empregadas em processos
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cataliticos. A reacéo de redugéao foi monitorada por meio da espectroscopia no UV-Vis
baseando-se nas medidas de intensidade das bandas de méaxima absor¢éo (Amax),
660 nm para o AM e 620 nm para AT.

As diminui¢bes de intensidades das referidas bandas de absor¢bes com a
evolucado do tempo reacional, vem acompanhada de descoloracédo das solucdes dos
corantes (BATOOL; MEHBOOB, 2018). Os percentuais de descoloracdes foram
calculados (%D), usando a Equacdo 1. Os resultados desses estudos sao
demostrados nas Figuras 29 a 41 e nas Tabelas 4 a 7.

Os espectros eletronicos de absorgcéo da reducdo de AM com NPs-Au em
diferentes tempos de reacdo sdo demostrados na Figura 29. A Figura 29 mostra que
a intensidade da banda de absor¢cdo do AM em 660 nm diminuiu gradativamente com
a evolucao do tempo de reacdo. Com base na Figura 29, ap6s 14 min iniciada a reacao
de reducédo a banda em 660 nm desaparece completamente indicando que a reducao

do AM na concentracdo de 0,05 M pelas NPs-Au foi quantitativa.

Figura 29 — Espectros eletrénicos no UV-Vis da redu¢do do AM com NaBH4 e NPs-
Au, a temperatura de 25 °C.
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Os resultados das medicbes nos valores de absorbancia (u.a.) durante a
reducao catalitica do AM com a evolucao do tempo de reacéo referente a Figura 29,

estdo demostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores de absorbancia com evolucédo do tempo de reacéo na reducao
do AM com NaBH4 e NPs-Au, a temperatura de 25 °C.

Numero de Intervalo de tempo Valor de Absorbancia
experimentos (min) (660 nm)
0 0 2.425
1 2 2.124
2 4 1.693
3 6 1.399
4 8 1.243
5 10 1.099
6 12 0.468
7 14 0.042

Fonte: Préprio autor, 2021.

A Figura 30 ilustra a descoloracdo da solugdo de AM na presenca de NPs-Au

usando NaBHa4, a temperatura de 25 °C.

Figura 30 — Observacéo visual da descoloracéo da solucdo de AM (0,05 M) com
NaBH4 e NPs-Au, a temperatura de 25 °C. A: coloragdo antes da reducéo; B:
coloracdo apos reducéo.
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Fonte: Préprio autor, 2022.

O percentual de descoloracéo (%D) do AM (0,05 M) com NaBH4 e NPs-Au foi
calculado usando a Equacdo 1 com base nos valores de absorbancia apresentados
na Tabela 4. O percentual de descoloracdo do AM (0,05 M) foi de 99% confirmando
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gue as NPs-Au sintetizadas com extrato aquoso da semente de Eugenia uniflora L.

apresentam atividade catalitica. Esses resultados estdo demostrados na Figura 31.

Figura 31 — Percentual de descoloracéo (%D) do AM com NaBH4 e NPs-Au em
funcdo do tempo de reacéo.
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Para ndo restar davidas da atividade catalitica das NPs-Au sintetizadas, um
experimento similar para a reducdo do AM (0,05 M) na presenca de NaBH4 e na
auséncia de NPs-Au foi realizado. Esses resultados estdo demostrados nas Figuras
32 a 34 e na Tabela 5.

Os espectros eletronicos de UV-Vis da reducdo de AM (0,05 M) com NaBHa4 e
na auséncia de NPs-Au sdo demostrados na Figura 32. A Figura 32 mostra que a
reacdo de reducdo de AM na auséncia de NPs-Au é bem mais lenta quando
comparada aquela na presenca das NPs-Au (Figura 29). Para a reducéo quantitativa
do AM somente na presenca de NaBHa4 € necessario tempo de reacdo bem superior
a 14 min. Esses resultados obtidos confirmam a atividade catalitica de NPs-Au
sintetizadas, bem como seu papel como promotores de eficiéncia na transferéncia de

elétrons entre NaHB4 e moléculas de corante durante o processo de reducéo.



Figura 32 — Espectros eletrénicos no UV-Vis da reducdo do AM com NaBHa4, a
temperatura de 25 °C, sem a presenca de NPs-Au.
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Os resultados das medigbes dos valores de absorbancia (u.a.) durante a

reducdo catalitica do AM, com a evolugcédo do tempo de reacéo referente a Figura 32,

estao demostrados na Tabela

Tabela 5 — Valores de absorbancia com evolucédo do tempo de reacéo na reducéo

do AM com NaBHza.

5.

Numero de Intervalo de tempo Valor de Absorbancia
experimentos (min) (660 nm)
0 0 2.425
1 2 2.125
2 4 2.004
3 6 1.978
4 8 1.914
5 10 1.830
6 12 1.778
7 14 1.745

Fonte: Préprio autor, 2021.

A Figura 33 representa descoloracdo da solucdo de AM na auséncia das NPs-

Au sintetizadas, usando somente NaBH4, a temperatura de 25 °C.
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Figura 33 — Observacéao visual da descoloragéo da solucéo de AM (0,05 M) com
NaBHa4, a temperatura de 25 °C, sem a presenca de NPs-Au. A: coloracdo antes da
reducao; B: coloracédo apos reducéo.
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Fonte: Préprio autor, 2022.

O percentual de descoloracao (%D) do AM (0,05 M) com NaBHa4 foi calculada
usando a Equacéo 1 com base nos valores de absorbancia apresentados na Tabela
5. O percentual de descoloracdo do AM (0,05 M) na auséncia de NPs-Au foi de 28%,
bem inferior aquela obtida na presenca de NPs-Au (Figura 31). Esses resultados estao

demostrados na Figura 34.

Figura 34 — Percentual de descoloracdo (%D) do AM sem a presenca de NPs-Au em
funcdo do tempo de reacao.
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Os espectros eletronicos de absorcdo da reducdo de AT com NPs-Au em
diferentes tempos de reacédo sdo demostrados na Figura 35. A Figura 35 mostra que
a intensidade da banda de absor¢édo do AT em 620 nm diminuiu gradativamente com
a evolucéo do tempo de reagcdo. Com base na Figura 35, apGs 7 min iniciada a reacao
de reducado a banda em 620 nm diminui quase até o seu desaparecimento, mantendo-
se assim no decorrer do tempo. Isso indica que a reducdo do AT na concentracdo de

0,05 M pelas NPs-Au foi quantitativa.

Figura 35 — Espectros eletrénicos no UV-Vis da reducdo do AT com NaBH4 e NPs-
Au, a temperatura de 25 °C.
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Os resultados das medi¢cbes nos valores de absorbancia (u.a.) durante a
reducdo catalitica do AT com a evolucdo do tempo de reacao referente a Figura 35

estao demostrados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Valores de absorbancia com evolucédo do tempo de reacéo na reducao
do AT com NaBHse NPs-Au.

Numero de Intervalo de tempo Valor de Absorbancia
experimentos (min) (620 nm)
0 0 1.561
1 1 0.922
2 2 0.788
3 3 0.718
4 4 0.646
5 5 0.548
6 6 0.449
7 7 0.309

Fonte: Préprio autor, 2022.

A Figura 36 ilustra a descoloracdo da solucdo de AT na presenca de NPs-Au
usando NaBHa4, a temperatura de 25 °C.

Figura 36 — Observacéao visual da descoloracéo da solucdo de AT (0,05 M) com
NaBH4 e NPs-Au, a temperatura de 25 °C. A: coloragdo antes da reducéo; B:
coloracdo apos reducéao.

Fonte: Préprio autor, 2022.

O percentual de descoloracdo (%D) do AT (0,05 M) com NaBH4 e NPs-Au foi
calculado usando a Equagéo 1 com base nos valores de absorbancia apresentados
na Tabela 6. O percentual de descoloracdo do AT (0,05 M) foi de 81,2%, confirmando
gue as NPs-Au sintetizadas com extrato aquoso da semente de pitanga apresentam

atividade catalitica. Esses resultados estdo demostrados na Figura 37.
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Figura 37 — Percentual de descoloracao (%D) do AT com NaBH4 e NPs-Au em
funcdo do tempo de reacéo.

a0
80 - AT + MaBH4 + NPs-Au °
8 704 b
o}
S ®
Q
9 60+ °
Q
Q °
> 504 °
404 @
| ] |} 1 1 | | ] | ]
1 2 3 4 5 6 7
Tempo (min)

Fonte: Préprio autor, 2022.

Para evitar davidas sobre a atividade catalitica das NPs-Au produzidas, um
experimento semelhante foi realizado para a reducéao do AT (0,05 M) na presenca de
NaBH4 e na auséncia de NPs-Au. Esses resultados sdo mostrados nas Figuras 38 a
40 e na Tabela 7.

A Figura 38 mostra os espectros eletronicos de UV-Vis da reducéo de AT (0,05
M) com NaBH4 e na auséncia de NPs-Au, onde demostra-se que a reacao de reducao
de AT na auséncia de NPs-Au é bem mais lenta quando comparada aquela na
presenca das NPs-Au (Figura 35). Para a redu¢ao quantitativa do AT na presenca de
apenas NaBHa4 é necessario tempo de reacdo bem superior a 7 min. Esses resultados
confirmam a atividade catalitica de NPs-Au sintetizadas e seu papel como promotores
de eficiéncia na transferéncia de elétrons entre NaHB4 e moléculas de corante durante

0 processo de redugao.



Figura 38 — Espectros eletrénicos no UV-Vis da reducdo do AT com NaBHa4, a

temperatura de 25 °C, sem a presenca de NPs-Au.
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Os resultados das medicbes dos valores de absorbancia (u.a.) durante a

reducdo catalitica do AT, com a evolucao do tempo de reacdo referente a Figura 38,

estao demostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de absorbancia com evolucédo do tempo de reacéo na reducao

do AT com NaBHa.

Numero de
experimentos

Intervalo de tempo
(min)

Valor de Absorbancia
(620 nm)

1.561

1.182

1.176

1.165

1.151

1.144

1.135

N OO~ WIN|F|O

N[OOI WINIFLIO

1.130

Fonte: Préprio autor, 2022.
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A Figura 39 representa descoloracao da solucao de AT na auséncia das NPs-

Au sintetizadas, usando somente NaBH4, a temperatura de 25 °C.

Figura 39 — Observacéao visual da descoloragéo da solucéo de AT (0,05 M) com
NaBHa4, a temperatura de 25 °C, sem a presenca de NPs-Au. A: coloragédo antes da

reducdo; B: coloracao apos reducao.

Fonte: Préprio autor, 2022.

O percentual de descoloracéo (%D) do AT (0,05 M) com NaBHa4 foi calculada
usando a Equacéo 1 com base nos valores de absorbancia apresentados na Tabela
7. O percentual de descoloracéo do AT (0,05 M) na auséncia de NPs-Au foi de 27,7%,

bem inferior aquela obtida na presenca de NPs-Au (Figura 37). Esses resultados estédo

demostrados na Figura 40.

Figura 40 — Percentual de descoloracao (%D) do AT sem a presenca de NPs-Au em
funcdo do tempo de reacéao.

28 -
AT + NaBH, o
[ ]
27 -
o .
o
On
g [ ]
S 264
Q
()]
[1H]
(a] ]
& 254
*
[ ]
24 -
L 1 I ] L] L L
1 2 3 4 5 6 7
Tempo (min)

Fonte: Préprio autor, 2022.



72

A Figura 41 ilustra a representacédo esquematica da reducéo dos corantes Azul

de metileno e Azul de toluidina por NPs-Au, na presenca de NaBHa4 e a temperatura

de 25 °C, formando como produtos os corantes em suas formas Leuco.

Figura 41 — Representacao esquematica das reducdes cataliticas dos corantes Azul
de metileno e Azul de toluidina em solugéo aquosa, ambos na presenca de NaBHs e

NPs-Au, a temperatura de 25 °C.
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi proposto um método verde de sintese de NPs-Au
utilizando extrato aquoso de sementes de Eugenia uniflora L., a temperatura de 25 °C.
Parametros de sintese como volume, pH e quantidade de biomassa utilizada no
preparo do extrato, influenciaram na formacao das NPs-Au. A sintese de NPs-Au pelo
extrato aquoso de semente de Eugenia uniflora L. ocorreu em Unica etapa, em ndo
mais que 2 minutos de reagao. O extrato de Eugenia uniflora L. reduziu e estabilizou
as NPs-Au, e a solucao coloidal de NPs-Au sintetizada permaneceu estavel por até
60 dias, quando sob refrigeracédo a 5 °C e na auséncia de luminosidade. As NPs-Au
sintetizadas apresentaram banda RPS com Amax em 537 nm, natureza cristalina, com
tamanho médio de cristalito de 11 nm, diversas formas geométricas, predominando
contornos esfeéricos e triangulares, e didmetro médio de particula em torno de 18 nm.
As NPs-Au sintetizadas demonstraram ser ativas como catalisadores na reducdo dos
corantes catidnicos Azul de metileno e Azul de toluidina em meio aquoso.

Com os resultados obtidos, foi possivel alcancar os objetivos propostos em
nosso trabalho, demonstrando que é possivel produzir NPs-Au através de sintese
ecologicamente amigavel, simples e rapida, utilizando extrato aquoso de semente de
Eugenia uniflora L. como agente redutor de ions Au®*.

Diante do exposto, conclui-se entdo que sementes de Eugenia uniflora L.
podem ser usadas como biomassa alternativa para a producédo de nanoparticulas de
ouro, podendo estas serem empregadas em diversos processos envolvendo

nanotecnologia.
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8 PERSPECTIVAS

Com a realizagdo do presente trabalho, foi possivel arquitetar novas ideias com
relacdo ao uso do extrato de semente de Eugenia uniflora L. para a producéo de NPs-
Au. Dentre as possibilidades de estudos citamos algumas, tais como:

- Estudo da influéncia de parametros de sintese no tamanho e morfologia das
NPs-Au;

- Desenvolvimento de nanocompdésitos a base das NPs-Au sintetizadas;

- Aplicacdo das NPs-Au em reducéo catalitica de outros compostos organicos
de interesse ambiental e econémico;

- Estudo de atividade antimicrobiana das NPs-Au sintetizadas;

- Caracterizacao toxicologica das NPs-Au produzidas;

- Estudo de funcionalizacdo quimica das NPs-Au com farmacos para

carreamento de medicamentos.
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APENDICE A — Influéncia do volume de extrato

Espectros de absor¢do molecular no UV-Vis das NPs-Au sintetizadas em funcéo do
volume utilizado de extrato aquoso 2% (m/v) de sementes de Eugenia uniflora L., com
pH natural (~5), em 10 mL de HAuCls (1 mM), durante o periodo de 60 minutos, a

temperatura de 25 °C.
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APENDICE B - Influéncia da quantidade de biomassa

Espectros de absor¢do molecular no UV-Vis das NPs-Au sintetizadas em funcéo da
guantidade (gramas) de biomassa utilizada para confec¢éo de 5 mL de extrato aquoso
de sementes de Eugenia uniflora L., com pH natural (~5), em 10 mL de HAuCls (1

mM), durante o periodo de 60 minutos, a temperatura de 25 °C.
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APENDICE C - Influéncia da concentracdo de HAuCla4

Espectros de absor¢cdo molecular no UV-Vis das NPs-Au sintetizadas em funcao da
concentracdo (mM) da solucdo aquosa de HAuUCIs utilizada, com 5 mL de extrato
aguoso 2% (m/v) de sementes de Eugenia uniflora L., com pH natural (~5), durante o

periodo de 60 minutos, a temperatura de 25 °C.
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APENDICE D - Influéncia do pH do extrato

Espectros de absor¢cdo molecular no UV-Vis das NPs-Au sintetizadas em funcao do
pH de 5 mL do extrato bruto 2% (m/v) de sementes de Eugenia uniflora L., em 10 mL

de HAuUCIs (1 mM), durante o periodo de 60 minutos, a temperatura de 25 °C.
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APENDICE E - Influéncia do tempo de sintese

Espectros de absor¢cdo molecular no UV-Vis das NPs-Au sintetizadas em funcao do
tempo de sintese, da reacdo de 5 mL de extrato aquoso 2% (m/v) de sementes de
Eugenia uniflora L., com pH natural (~5), em 10 mL de HAuCls (1 mM), a temperatura

de 25 °C.
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