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RESUMO

Nanoparticulas metalicas (NPM) tem despertado grande interesse da comunidade
cientifica nos ultimos anos, devido ao seu grande nimero de aplicacGes em diversas areas da
ciéncia. Na area ambiental, se destacam como uma alternativa aos métodos tradicionais de
quantificacdo de poluentes, entre eles metais potencialmente téxicos, como o mercurio (Hg),
que em altas concentragdes pode causar danos ao cérebro, coracao, rins, pulmdes e o sistema
imune dos seres humanos. As técnicas tradicionalmente utilizadas para a sintese de
nanoparticulas metélicas, envolvem o uso de reagentes quimicos toxicos, ascendendo a busca
por métodos mais seguros, entre eles, o processo de sintese verde tem se mostrado uma
alternativa sustentdvel, pois visa a utilizacdo de organismos biologicos em substituicdo aos
reagentes quimicos. No presente projeto foram sintetizadas nanoparticulas esféricas de prata
(AgNP) e ouro (AuNP) com diametros médios entre 10 e 50nm aproximadamente. Como
agentes redutores dos ions metélicos e para evitar a agregacgdo das particulas, foram utilizados
0 aminoéacido L-Triptofano (TrpAgNP/TrpAuNP) combinado com exposicdo a lampada de
xenonio em um processo de fotorredugdo, ou o extrato aquoso obtido de folhas de Mimusops
coriacea (McAgNP/McAuUNP), planta de origem africana com presenca abundante no litoral de
Sd0 Paulo, conhecida como Abrico-de-Praia. As nanoparticulas sintetizadas foram
caracterizadas por diferentes técnicas, como absorcao optica UV-vis; emisséo (fluorescéncia);
infravermelho (FTIR); microscopia eletronica de transmissdo (MET); espalhamento de luz
dindmico (DLYS) e potencial zeta. Foram aplicadas variagdes no pH do meio, concentragdo dos
reagentes e tempo de exposicao a lampada, com o objetivo de otimizar os processos de sintese,
considerando ideais 0os que resultaram em nanoparticulas esféricas com boa estabilidade,
levando em conta diversos parametros, tais como: economia de reagentes e energia; menor
custo; rapidez e rendimento. As nanoparticulas sintetizadas, foram testadas quanto ao seu
potencial para a detecgdo e quantificagdo de mercdrio em solucdo aquosa, através de alteracdes
na propriedade de Plasmon Superficial de Ressonancia (SPR), com consequente alteracdo na
banda de absorgcdo Optica UV-vis na presenca de diferentes concentracfes do metal. As
McAgNP apresentaram o melhor resultado, com limite de deteccdo (LOD) a partir de
6,5 ng.mL?, e de quantificagio (LOQ) de 21,7ng.mL?, demostrando alto potencial para o
desenvolvimento de um método simples e de facil operacdo para a quantificacdo de mercdrio.
Todas as etapas deste trabalho foram realizadas para que as AgNPs/AuNPs obtidas por estas
rotas consistissem em um material de interesse no desenvolvimento de novos produtos
nanotecnoldgicos com bases sustentaveis. Os processos de sintese utilizados apresentaram alta
reprodutibilidade, e estdo de acordo com o0s principios da quimica verde e da sustentabilidade,
apresentando-se como uma alternativa de baixo custo e biocompativel na sintese de
AgNPs/AUNPs.

Palavras-chave: Nanoparticulas metalicas. Sintese verde. Sensor de mercurio. Fotorreducdo.
Mimusops coriacea.



ABSTRACT

Metal nanoparticles (MNP) has attracted great interest from the scientific community in
recent years due to its large number of applications in various areas of science. In the
environmental area, they stand out as an alternative to the traditional methods of quantification
of pollutants, among them potentially toxic metals, such as mercury (Hg), which at high
concentrations can cause damage to the brain, heart, kidneys, lungs and the immune system
from human beings. The techniques traditionally used for the synthesis of metallic
nanoparticles, involve the use of toxic chemical reagents, increasing the search for safer
methods, among them, the green synthesis process has shown a sustainable alternative, it aims
to use biological organisms to replace chemical reagents. In this project were synthesized
spherical nanoparticles of silver (AgNP) and gold (AuNP) with average diameters between 10
and 50nm approximately. As reducing agents of the metallic ions and to avoid the aggregation
of particles, the amino acid L-tryptophan (TrpAgNP/TrpAuNP) combined with exposure to the
xenon lamp in a photoreduction process, or the aqueous extract obtained from leaves of
Mimusops coriacea (McAgNP/McAuUNP), plant of African origin with abundant presence on
the coast of S8o Paulo, known as Abrico-de-Praia. Synthesized nanoparticles were
characterized by different techniques, such as UV-vis optical absorption; emission
(fluorescence); infrared (FTIR); transmission electron microscopy (TEM); dynamic light
scattering (DLS) and zeta potential. Variations in the pH of the medium, concentration of the
reagents and time of exposure to the lamp, were applied, aiming to optimize the synthesis
processes, considering ideals that resulted in spherical nanoparticles with good stability,
considering various parameters, such as: reagents and energy savings; lower cost; speed and
yield. The synthesized nanoparticles have been tested for their potential for the detection and
quantification of mercury in aqueous solution, through changes in the Superficial Plasmon of
Resonance (SPR), with consequent alteration in the band of UV-vis optical absorption in the
presence of different metal concentrations. The McAgNP presented the best result, with
detection limit (LOD) from 6,5ng. mL™, and quantification (LOQ) of 21,7ng. mL™, showing
high potential for the development of a simple and easy-to-operate method for the quantification
of mercury. All the stages of this work were carried out so that the AgNPs/AuNPs obtained by
these routes consisted of a material of interest in the development of new nanotechnological
products with sustainable bases. The synthesis processes presented high reproducibility and are
in accordance with the principles of green chemistry and sustainability, presenting as a low-
cost alternative and biocompatible in the synthesis of AgNPs/AuNPs.

Keywords: Metal nanoparticles. Green synthesis. Mercury sensor. Photoreduction. Mimusops
coriacea.
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1 INTRODUCAO

O mercurio (Hg) é conhecido como uma substancia que causa preocupa¢do mundial,
devido ao seu longo tempo de permanéncia no meio ambiente, seu acumulo nos ecossistemas,
propagacao atmosférica e efeitos negativos a saide humana, sendo sua acao toxica reconhecida
pelo Codigo Internacional de Doencas (CID). O Brasil ndo é um produtor de Hg, importando
toda a quantidade consumida, entretanto, exporta alguns produtos contendo o metal, como
lampadas, computadores e televisores (BRASIL, 2013; PNUMA, 2013).

Devido a alta toxicidade do Hg mesmo em baixas concentracOes, diversas técnicas
analiticas para sua determinacdo tem sido desenvolvidas nos Gltimos anos (JUNIOR, 2010).
Embora altamente sensiveis e seletivos, os métodos tradicionalmente utilizados para sua
deteccdo e quantificacdo em amostras ambientais dependem de equipamentos de alto custo e
procedimentos complexos para o preparo das amostras, assim, o desenvolvimento de métodos
praticos, rapidos e de baixo custo para determinacdo de Hg continua sendo um desafio.

Recentemente, nanoparticulas metalicas (NPM) como as de prata (AgNP) e ouro
(AuNP), tém sido reportadas com excelentes resultados no o desenvolvimento de métodos
colorimétricos para detecgdo de cétions de mercurio (Hg?"). Estes métodos séo baseados em
suas propriedades Opticas extremamente sensiveis as condi¢des do meio e caracteristicas como
forma, tamanho e agregacao, entretanto, dependem de sua funcionalizagdo pela da adicao de
outras moléculas. Além disso, na maioria dos relatos, as NPM foram obtidas através de
reagentes quimicos toxicos para a redugdo do ion metalico e estabilizacdo do seu crescimento
(CHAI et al., 2010; DUAN et al., 2014; LI et al., 2009; SENER; UZUN; DENIZLI, 2014;
SHARMA et al., 2018).

Com base nestas informaces, o presente estudo prop0s a sintese de AgNP e AuNP a
partir dos precursores metalicos nitrato de prata (AgNOs3) e &cido cloroaurico (HAUCI,),
utilizando o aminoacido L- Triptofano (L-Trp) combinado com radiacao eletromagnética por
lampada de Xenonio (Xe) ou o extrato aquoso de folhas de Mimusops coriacea como redutores
dos ions metélicos e responsaveis por evitar a aglomeracdo das nanoparticulas (NP) em
suspensdo, além da sua caracterizacdo por diferentes técnicas instrumentais. As NP obtidas
foram analisadas quanto ao seu potencial para determinagio de Hg?* em solug&o.

Este estudo apresenta, em seu primeiro capitulo, uma revisdo sobre os temas abordados.
No capitulo seguinte, sdo apresentados os objetivos gerais e especificos, sucedidos pela
metodologia utilizada para obtencdo das NP em cada método proposto; sua caracterizacao e

aplicacdo proposta, apresentados no capitulo 3. Os resultados encontram-se no capitulo 4,
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abordando inicialmente a sintese e caracterizagdo das NP em cada método, com suas respectivas
conclusbes parciais; no mesmo capitulo, sdo descritos os resultados obtidos com a aplicacéo
proposta, também seguidos da conclusdo parcial. O capitulo 5 trata das conclusdes e

consideracdes finais.

1.1 MERCURIO

O Hg é um metal de transicao, de nimero atbmico 80 e peso molecular 200,59g/mol. E
encontrado naturalmente na crosta terrestre, ocorrendo no ar, no solo e na dgua. Se apresenta
em diversas formas quimicas, divididas nas categorias: merclrio metélico ou elementar,
mercdrio inorganico (principalmente na forma de sais mercdricos), e mercdrio organico, ligado
a radicais de carbono, por exemplo metilmercurio e etilmercurio (BRASIL, 2013).

Ocorre em estado liquido em temperatura ambiente. Com o0 aumento da temperatura
volatiliza para a atmosfera, formando vapores tdxicos incolores e inodoros. Uma vez liberado,
permanece no meio ambiente, e circula entre o ar, a agua, o sedimento, o solo, e a biota. A
maioria das emissfes para o ar ocorre na forma do mercurio elementar, que é muito estavel
podendo permanecer na atmosfera por longos periodos e ser transportado por longas distancias.
O vapor de mercurio presente na atmosfera pode se depositar ou ser convertido na forma
soltvel, retornando a superficie terrestre nas aguas da chuva, onde duas altera¢Ges quimicas
podem ocorrer: pode ser convertido novamente em vapor de mercurio e retornar a atmosfera,
ou pode ser “metilado” pelos microorganismos presentes nos sedimentos, se transformando em
metilmercurio (BRASIL, 2013). A metilacdo bacteriana do Hg ocorre através da atuacéo
enzimatica sobre a espécie Hg?*. Esta espécie (Hg?*) é a forma dominante de Hg presente na
deposicdo atmosférica imida e seca, resultante da oxidacdo do Hg® presente na atmosfera pela
acdo do oxigénio e ozdnio. Portanto, a emissdo de Hg° por fontes antropicas pode resultar
indiretamente em um incremento da deposicdo de Hg?* aumentando sua disponibilidade para
metilacdo bacteriana (BRASIL, 2013).

No ambiente aquéatico, o Hg?" é adsorvido na superficie dos sedimentos e material
particulado, podendo formar grande quantidade de complexos e quelantes com o material
organico. As camadas superiores do sedimento s&o biologicamente ativas, onde o Hg?* ¢, em
parte, metilado pelas bactérias, incluindo as sulfato redutoras, transformando-se em
metilmercurio e etilmercuario. O ciclo do mercurio no meio ambiente esta apresentado na figura
1.



17

Figura 1 — Ciclo do Hg no ambiente.
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Fonte: (BRASIL, 2013, p. 14).

1.1.2 Efeitos do MercUrio na Saude Humana

A exposicdo ao Hg pode trazer riscos a saude humana, resultante da contaminagédo
ambiental pelo metal e por seus compostos organicos e inorganicos. A intoxicacao pelo Hg é
denominada Hidrargismo ou Mercurialismo, sendo as alteragdes neuropsiquiatricas, digestivas
e renais seus efeitos mais comuns. Entretanto, sdo descritos efeitos sobre o sistema
cardiovascular, respiratorio, sanguineo, enddcrino, imunoldgico e reprodutor, além de ser
reconhecidamente um agente teratogénico, ou seja, quando presente na vida embrionaria ou
fetal pode resultar em alteracdes no desenvolvimento (FARIAS, 2006).

O metilmercurio, uma das formas mais toxicas do metal, é rapidamente absorvido pelos
organismos aquaticos e assim é bioacumulado e biomagnificado ao longo da cadeia tréfica.
Deste modo, os seres vivos situados nos niveis troficos mais altos, apresentardo as maiores
concentracGes do metal. Peixes predadores, como cacdo e tucunaré, por exemplo, costumam
apresentar maiores concentracdes de Hg, podendo levar a contaminacdo da populacdo que se
alimenta destas espécies (BRASIL, 2013; FARIAS, 2006).

Um caso emblematico de contaminag¢do em massa por mercurio foi o desastre ambiental
ocorrido em Minamata, Japao, ap6s a contaminagéo de peixes por efluentes descartados na baia
que servia de fonte de renda e alimento a populacdo local. No inicio da década de 1950, a
populacdo felina das aldeias de pescadores passou a apresentar sintomas como tremores e

dificuldade para caminhar; nos anos seguintes, passaram a surgir relatos de nascimentos de
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filhos de pescadores com graves problemas neurolégicos. Ao final do ano de 1956 ja eram 52
pacientes apresentando sintomas de problemas neurologicos e motores, com 17 6bitos. Em
1959, um grupo de pesquisas da Universidade de Kumanoto, criado para estudar as causas da
doenca, sugeriu que a mesma fosse causada por um derivado organico do mercurio, porém,
somente apés o segundo surto em 1965, o governo acatou a conclusdo dos estudos,
considerando as emiss@es de efluentes da Chisso responsaveis pela contaminacao, porém, esta
somente reconheceu sua responsabilidade em 1973, ap0s longa batalha judicial.

Em 1972 foi criada em Minamata, uma unidade hospitalar de apoio as vitimas. De 1972
a 2001, 2.955 pessoas tinham sido certificadas como portadoras da “doenga de Minamata” e
1.048 6bitos foram reconhecidos como tendo sido causados pela doenca. E impossivel, no
entanto, saber o numero exato de vitimas, uma vez que muitas morreram antes mesmo do
reconhecimento da doenga e outras tantas nunca reclamaram compensagdo governamental
(BRASIL, 2013; KAWANAMI, 2014).

Deste modo, em janeiro de 2013 no seu quinto periodo de sessdes, o Comité
Intergovernamental de Negociacdo acordou o texto da Convencdo de Minamata sobre o
Mercario. O texto foi aprovado na Conferéncia de Plenipotenciarios, reunida em 10 de outubro
de 2013 no Japdo. Esta convencao tem o objetivo de proteger a saide humana e 0 meio ambiente
das emissdes e liberagcBes antropogénicas de mercurio e compostos de mercurio, e nele se
recorrem diversas medidas para cumprir este objetivo. Dentre elas, destaque para o controle da
exploracdo e comércio de mercurio e a fiscalizacdo da extracao e de ouro artesanal e de pequena
escala. As emissBes de mercurio para a atmosfera se ddo pela queima de combustiveis fdsseis,
nesta convencdo ha um artigo especifico tratando da reducdo destas emissbes, porém, de
maneira flexivel, levando em conta os planos de desenvolvimento de cada pais (PROGRAMA
DAS NACOES UNIDAS PARA O MEIO AMBIENTE, 2013)

1.1.2 Referéncias Legais no Brasil para Mercurio

No Brasil, desde o inicio da década de 1970 existe a preocupagdo com as questdes
relacionadas ao mercurio. Em 1971, a Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos
(CNNPA), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu, por
meio de resolucdo, um limite residual para organo-mercuriais em frutas, hortalicas e legumes,
e em 1975 foi proibido o uso de agrotoxicos contendo metilmercurio, etilmercirio e outros

compostos de aquilmercario (BRASIL, 2013).
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O Diagnostico Preliminar sobre o Mercurio, publicado pelo Ministério do Meio
Ambiente em 2013 (BRASIL, 2013), apresenta um levantamento da Legislacdo Federal,
indicando cerca de 80 documentos entre leis, decretos, portarias, instru¢cbes normativas e
resolugdes que abordam o tema mercurio, sendo que, em alguns deles, o mercurio é abordado
em conjunto com outros metais.

Uma vez que a maioria dos casos de contaminacdo humana por mercurio esta ligada a
sistemas aquaticos, principalmente pela ingestdo de pescados contaminados, estdo sumarizados
na tabela 1 os limites legais estabelecidos para sua concentracdo na agua, solo e produtos da
pesca.

Tabela 1 — Limites legais para concentracao de Hg no Brasil em agua, solo e produtos da pesca.

Portaria do Ministério da Salide n°2914/2011 — Qualidade da agua para consumo
humano (SAUDE, 2011)

Padréo de potabilidade 1ug/L (ppb)
Resolucdo CONAMA n° 357/05 — Qualidade das aguas superficiais (CONAMA, 2005)
Aguas doces — classe 1 e 11 0,2 ug/L
Aguas doces — classe 111 2 ug/L
Aguas salinas — classe | 0,2 pg/L
Aguas salinas — classe || 1,8 po/L
Aguas salobras — classe | 0,2 pg/L
Aguas salobras — classe 11 1,8 ug/L
Lancamento de efluentes 10 pg/L
Resolugdo CONAMA n° 396/08 — Qualidade das aguas subterraneas (CONAMA,
2008)
Consumo humano 1 po/L
Dessedentacdo de animais 10 pg/L
Irrigacéo 2 ug/L
Recreacdo 1 pg/L

Resolucdo CONAMA n° 420/09 — critérios e valores orientadores de qualidade do solo
Valor de Referéncia de Qualidade (VRQ) — Cada UF devera apresentar o seu (CONAMA,

2009)
Valor de prevencao 0,5 mg/kg
Valor de Investigacéo — solo agricola 12 mg/kg
Valor de Investigacdo — solo residencial 36 mg/kg
Valor de Investigacéo — solo industrial 70 mg/kg

ANVISA — RDC n° 42/2013
Limites Maximos de Contaminantes Inorganicos em Alimentos (ANVISA, 2013)

Peixes, exceto predadores 0,50 mg/kg
Peixes predadores 1,0 mg/kg
Moluscos cefalépodos 0,50 mg/kg
Moluscos bivalvos 0,50 mg/kg
Crustaceos 0,50 mg/kg

Fonte: (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013; CONSELHO NACIONAL DE MEIO
AMBIENTE, 2005, 2008, 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2011)
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1.1.3 Métodos de Quantificacéo

A alta toxicidade do Hg, mesmo em baixas concentracdes, levou ao desenvolvimento
de técnicas analiticas altamente sensiveis e seletivas para sua determinagdo em amostras
ambientais. A tabela 2 apresenta uma relagcdo dos métodos tradicionalmente utilizados para a

deteccdo de Hg e seus respectivos limites de detecgéo.

Tabela 2 -Principais técnicas analiticas utilizadas na deteccdo de mercdrio e seus respectivos limites de deteccao.
Técnica Limite de deteccao

Método Colorimétrico 0,01-0,1 ug/g
Espectrometria de Absorcdo Atomica 1 na/
Modo forno de Grafite (GF AAS) 99
Espectrometria de Absorcdo Atdmica 0,01-1 nglg

Modo Vapor Frio (CV AAS)

Espectrometria de Fluorescéncia atomica
Vapor Frio (CV AFS)

0,001-0,01/ng g

Analise por Ativacdo com Néutrons
Instrumental (INAA)

1-10 ng/g

Analise por Ativacdo com Néutrons
Radioguimica (RNAA)

0,01-1 ng/g

Cromatografia gasosa
Detector por Captura Eletrénica

0,01-0,05 ng/g

Cromatografia gasosa
Detector por Emisséo Atdémica

~ 0,05 ng/g

Cromatografia gasosa
Espectrometria de Massa

0,1 ng/g

Cromatografia gasosa
CV-AAS /CV - AFS

0,01-0,05 ng/g

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Detector de Ultra-Violeta 1 ng/mL
Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CVAAS 0,5 ng/mL
Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CVAES 0,08 ng/mL
Cromatggr_afla liquida de alta eficiéncia 0,1-1 ng/mL
Eletroquimica

Plasma Acoplado Indutivamente 0.1 na/mL
Espectrometria de Massa (ICP/MS) N9
Espectrometria de Emissdo Atémica (ICP/AES) 2 ng/mL
Espectrometria Foto-Acustica 0,05 ng/g
Fluorescéncia de Raios-X 0,005 - 1 pglg
Métodos Eletroquimicos 0,1-1 pg/g
Analisador de Filme de Ouro 0,05 pgl/g

Fonte: (JUNIOR, 2010).
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1.2 NANOCIENCIA/NANOTECNOLOGIA

A nanociéncia pode ser definida como “a area do conhecimento que estuda os principios
fundamentais de moléculas e estruturas, nas quais pelo menos uma de suas dimensdes esta
compreendida entre 1 e 100nm” enquanto a nanotecnologia seria a “a aplicacdo destas
estruturas em dispositivos nanoescalares utilizaveis” (ALVES, 2004).

Existem controvérsias quanto a definicdo de nanotecnologia, mas é consenso que ao
menos uma das dimensdes das particulas deve estar no intervalo de 1 — 100nm. Outra
conformidade, é de que as propriedades das nanoparticulas diferem do material em escalas
maiores, diferencas estas que se baseiam no fato de que as superficies envolvidas sdo muito
maiores em comparagdo aos volumes, propiciando maiores areas de contato, ou seja, quando
uma particula decresce em tamanho, uma grande proporcao de seus atomos encontra-se na
superficie, e uma vez que reacdes quimicas ocorrem nas superficies, nanoparticulas sdo mais
reativas do que uma massa de material feito de particulas maiores. Apenas com a reducao do
tamanho, materiais podem apresentar diferentes caracteristicas e novas propriedades, tais como:
elasticidade, tenacidade, resisténcia, condutividade elétrica, propriedades magnéticas,
acumulacao de carga elétrica, diferentes cores, entre outras, todas resultado da maior area de
contato (CAO, 2004; MEWS, 2007).

Em 1959, um artigo sobre nanotecnologia publicado pelo fisico Richard Feynman sob
o titulo — "Atomic assembly" cuja precursora foi a palestra "There's Plenty of Room at the
Bottom™, também de 1959. Neste artigo, Feynman defende que a nanotecnologia,
proporcionaria materiais com propriedades superiores e menor quantidade de defeitos
(FEYNMAN, 1960). A sucessao de acontecimentos importantes como a criagdo do microscépio
eletrénico de tunelamento, que permitiu o imageamento de atomos individuais em 1981 e a
descoberta dos fulerenos em 1985, permitiram a percepcdo da relevancia da nanotecnologia
(ALVES, 2004).

Embora seja notavel a intensa evolucdo da nanotecnologia nos ultimos anos, trata-se de
uma area de estudo relativamente nova e muitas sdo as incertezas que assolam os cientistas, o
poder publico e a populacdo, principalmente no que tange a salde humana e 0s possiveis
impactos nocivos ao meio ambiente, devido a imprevisibilidade de seus efeitos. Na maioria dos
paises, mesmo com uma grande variedade de produtos contendo nanotecnologia ja disponiveis
ao consumidor, ndo ha legislacdo especifica para os nanomateriais, a qual sdo enquadrados na

legislacdo que se refere ao material em escalas maiores (NOLASCO, 2016).
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Diante deste quadro, tem se observado o crescimento de politicas publicas que visam a
regulamentacdo da nanotecnologia, através da criacdo de comités especificos para a discussdo
e criacdo de diretrizes para sua producdo e comercializacdo, e de investimentos em pesquisas
que abordem a seguranca de materiais e tecnologias ativados pelo uso de nanoparticulas e da
busca por uma padronizagdo dos processos de sintese.

As lacunas existentes para o total dominio e compreensdo da nanotecnologia, além de
sua interdisciplinaridade, trazem um notdrio aumento no nimero de publicagdes a respeito do
tema. A figura 2 ilustra o crescimento de artigos publicados com o termo “nano” nos ultimos

10 anos. A pesquisa foi efetuada na Colecédo Principal da base de dados Web of Science.

Figura 2 - NUmero de publica¢fes com o termo "nano" entre 2007 e 2017.
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Pesquisa feita em 10/06/2018 com a palavra-chave nano*, utilizando a Base de dados Web of Science —
Principal Cole¢do, campo de busca Tépico; considerando as publicagdes entre 2007 e 2017.

Na area ambiental, a nanotecnologia traz a perspectiva de grandes avancos que
permitam melhorar a qualidade de vida e ajudar na preservagdo do meio ambiente. Entre eles
estdo a aplicacdo de nanomateriais na prevencdo, tratamento, remediacdo, deteccdo e
monitoramento de poluicdo (QUINA, 2004).

1.2.1 Nanoparticulas Metélicas (NPM)

Nanoparticulas metalicas (NPM), sdo particulas da ordem de nanémetros, formadas por
elementos metalicos, por exemplo: ferro; niquel; prata; ouro; entre outros. Se destacam por
apresentar caracteristicas fisico-quimicas diferentes das observadas macroscopicamente, como
modificacBes na reatividade quimica e em propriedades mecénicas, Opticas, elétricas e

magnéticas. Podem existir em diferentes formas e tamanhos, sendo que cada combinacao
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resulta em propriedades fisico quimicas diferenciadas (OTUBO, 2005). As diferencas nas
propriedades observadas nas NPM sdo decorrentes principalmente do efeito de area superficial.

As NPM possuem uma caracteristica fisico-quimica em especial, a Ressonancia de
Plasmonica de Superficie, em inglés Surface Plasmon Resonance (SPR), que consiste na
oscilagdo conjunta de elétrons livres na superficie metélica. Ao incidir uma radiacdo
eletromagnética sobre uma nanoparticula metalica, se esta radiacdo apresentar frequéncia igual
a frequéncia da oscilacdo conjunta de elétrons da superficie do metal, hd a absorcdo desta
radiacdo por ressonancia. (EUSTIS; EL-SAYED, 2006; KELLY et al., 2003; ZHANG et al.,
2011)

A frequéncia (comprimento de onda) e intensidade desta caracteristica sdo
extremamente relacionadas com o tipo de material, forma e tamanho das nanoparticulas, como
com 0 meio em que se encontram (HUTTER; FENDLER, 2004). As figuras 3 e 4 demonstram
esquematicamente a oscila¢do conjunta dos elétrons e a ocorréncia da ressonancia da superficie

metélica de uma NPM com um campo elétrico.

Figura 3 - Oscilacdo conjunta dos elétrons da superficie de uma NPM.

7

Adaptado déi: (OLHAR NANO)

Figura 4 - Linhas de campo sobre uma nanoesfera de aluminio. A) Frequéncia ressonante com o SPR da
particula; B) Frequéncia ndo ressonante com o SPR da particula.
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Fonte: (MOCK et al., 2002).
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A absorbancia decorrente do fenémeno SPR, € largamente utilizada para caracterizar as
NPM. E extremamente sensivel as condi¢des do meio, como indice de refragio por exemplo,
logo, mantendo as condic¢es do meio, quanto maior o tamanho de uma NPM esférica, maior
sera 0 comprimento de onda de maxima absorbancia (MOCK et al., 2002; ZHU; FU, 2009),
deste modo, a presenca de determinados analitos podem alterar as propriedades SPR das

nanoparticulas, o que pode ser usado para o desenvolvimento de um sensor colorimétrico.

1.2.1.1 Nanoparticulas de prata (AgNP) e ouro (AuNP) e aplicacdes

Nanoparticulas de prata e nanoparticulas de ouro sdo nomes dados respectivamente a
prata (Ag) e ao ouro (Au) em escala nanométrica. Também podem ser chamados de prata ou
ouro coloidal. Quando em meio liquido, encontram-se em suspensdo, pois se tratam de
pequenos solidos insollveis em um meio dispersante.

A prata é um metal de transi¢do, com numero atdmico 47 e massa molar 107,86g/mol.
(SOUZA; RODRIGUES; PEREIRA, 2013). O ouro também é um metal de transicdo, com
numero atdbmico 79 e massa molar 196,96g/mol.

Quando em escala nanométrica, apresentam maior area superficial em relacdo ao
volume e apresentam SPR, que lhes conferem propriedades Opticas Unicas possibilitando
aplicacBes como biosensores e biomarcadores (DE LA ESCOSURA-MUNIZ; MERKOCI,
2011; SZUNERITS et al., 2012).

A propriedade de SPR confere cor caracteristica e absorbancia por ressonancia em
comprimentos de onda especificos, sendo que nanoparticulas esféricas de 10nm de diametro
aproximadamente apresentam banda plasmonica A=420nm para AgNP, e A=500nm para AuNP,
porém, caracteristicas como tamanho e forma influenciam no comprimento de onda,
intensidade de absorbancia maxima e coloracdo da solucdo, sendo a adi¢do de determinados
analitos capazes de alterar estas caracteristicas. A figura 5 apresenta bandas plasmonicas de
NPM de prata, ouro e cobre (CuNP), enquanto a figura 6 mostra a mudanga no comprimento

de onda da absorbancia maxima na banda SPR em razao do diametro de AuNP.
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Figura 5 - Bandas plasmonicas de NPM.
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Figura 6 - Bandas plasmdnicas de AuNP em razéo do didmetro da particula.
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Fonte: (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Recentemente, estudos tem reportado o uso de nanoparticulas de prata e ouro nas mais
diferentes aplicacOes: AgNP tem sido estudadas principalmente quanto ao seu potencial
antimicrobiano no tratamento de &gua e na inibicdo do crescimento de bactérias super-
resistentes, além da quantificacdo de poluentes e uso na medicina terapéutica e diagnostica (LIN
et al., 2013; MONGE, 2009; SHARMA,; YNGARD; LIN, 2009; ZHANG et al., 2016). AuNP
tém suas principais aplica¢des na medicina, com crescente nimero de estudos sobre o transporte
de drogas (drug delivery) e biomarcadores para diagnéstico de tumores (CAI, 2008;
DREADEN et al., 2012; VIGDERMAN; ZUBAREYV, 2013).

O potencial de nanoparticulas de prata e ouro em aplicacGes nos mais diversos campos
da ciéncia tém resultado no aumento de publica¢des sobre o tema nos dltimos anos. A figura 7
apresenta o niimero de artigos publicados com os termos ‘“silver nanoparticles” ou “gold
nanoparticles” nos tltimos 10 anos, considerando a Colegdo Principal da base de dados Web of

Science.
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Figura 7 - Artigos publicados entre 2007 e 2017 contendo os termos silver nanoparticles ou gold nanoparticles.
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Pesquisa feita em 18/06/2018 com as palavras-chave “silver nanoparticle* or gold nanoparticle*”, utilizando o
banco de dados Web of Science — Principal Colecdo, campo de busca: T6pico, considerando as publicacfes entre
2007 e 2017.

1.2.1.2 Sintese de nanoparticulas

A obtencdo de nanoparticulas, processo chamado de sintese, ocorre por meio de dois
métodos: o primeiro denominado Top-down (de cima para baixo), utiliza técnicas de fabricacao
para cortar, moer e moldar materiais até atingir a nanoescala. O segundo, chamado de Bottom-
up (de baixo para cima), baseia-se nas propriedades quimicas de moléculas/atomos, fazendo
com que se organizem formando estruturas em escala nanometrica (MEWS, 2007).

Alguns dos principais métodos utilizados para a sintese de nanomateriais estdo

sumarizados na tabela 3.

Tabela 3 - Principais técnicas utilizadas para a obtencéo de materiais em nanoescala.

Top-down Botton-up
Nanolitografia Reducéo quimica
Ablacdo a laser/térmica Processo Sol-gel
Abrasao Deposicdo quimica em fase vapor
Pulverizacdo catodica Pir6lise por spray ou laser
Cauterizacdo quimica Condensacdo atbmica ou molecular
Fotorreducéo

Adaptado de (ALBERNAZ, 2014).

Em relacdo as NPM, existem diferentes técnicas e reagentes empregados nos processos

de sintese, resultando em produtos com caracteristicas diferentes.
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Para a obtencdo de uma NPM, é necessaria a reducdo do ion metélico, seguido da
nucleacdo e crescimento do cristal. Também € necessario garantir sua estabilidade (ndo
aglomeracéo), podendo ser pela repulsdo das nanoparticulas com carga de mesmo sinal
(eletrostatica), ou pela adicdo de um agente capeante, geralmente uma molécula
grande/polimero que envolve as nanoparticulas impedindo seu contato (MATOS, 2014).

1.2.1.3 Sintese verde de nanoparticulas

A maioria das técnicas tradicionalmente utilizadas para a obtengdo de NPM, envolve a
utilizacdo de redutores quimicos fortes (ex. borohidreto de sddio, citrato de sodio) e a utilizacédo
de moléculas tdxicas como agente capeante (ex. polivinil alcol — PVA, polietetrolito cloreto de
polialilamina - PAH), limitando sua utilizag&o principalmente no campo clinico e farmacéutico,
além da possibilidade da geragdo de residuos potencialmente nocivos ao meio ambiente e a
salde humana (ALBERNAZ, 2014).

Diante deste quadro, cresce a busca por rotas de sintese mais seguras e com menor
impacto ao meio ambiente. Existem na literatura estudos sobre a sintese de nanoparticulas
metalicas empregando microrganismos (BAI et al., 2011; MISHRA et al., 2011),
polissacarideos (SHARMA; YNGARD; LIN, 2009), liquido-iénico (ITOH; NAKA; CHUJO,
2004; SINGH et al., 2009) irradiacdo (fotdlise a laser) (BAE; NAM; PARK, 2002; SHARMA,
YNGARD; LIN, 2009), polimeros naturais, clara de ovo (LU et al., 2012) e até saliva humana
(DE MATOS; COURROL, 2014) para a sintese de nanoparticulas metélicas.

A sintese verde de NPs propde a utilizagdo de organismos biolégicos, ou partes deles,
em substituicao aos reagentes quimicos toxicos para obtencdo de nanomateriais, apresentando-
se como uma alternativa sustentavel (IRAVANI, 2011). Este método de sintese geralmente
utiliza solventes com baixa toxicidade (ex. &gua), reduzindo os impactos ambientais
relacionados a estes processos. Adicionalmente, nanoparticulas obtidas através destas rotas
apresentam biocompatibilidade e biodegradabilidade, custo de producdo baixo e alto
rendimento do produto.

Além de ser caracterizada pela substituicdo de reagentes quimicos tdxicos, a sintese
verde deve seguir os principios da sustentabilidade e da quimica verde.

A sustentabilidade se baseia em trés pilares: ambiental, econdmico e social, isto é, pode
ser considerado sustentdvel um processo que seja ambientalmente seguro (ecologicamente
correto), economicamente viavel e socialmente justo. J& a definicdo de desenvolvimento

sustentavel é estabelecida pela Organizacdo das Na¢6es Unidas (ONU) como:
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“Desenvolvimento sustentavel ¢ aquele que atende as necessidades das geragdes atuais
sem comprometer a capacidade das geracOes futuras de atenderem as suas necessidades e
aspiragdes” (BRUNDTLAND, 1987).

Quanto a quimica verde, seu conceito surgiu nos Estados Unidos na década de 1990, e
consiste no desenho, desenvolvimento e implementacdo de produtos e processos quimicos a
fim de reduzir ou eliminar o uso e a geracdo de substancias nocivas a saide humana e ao
ambiente. Para tal objetivo foram definidos 12 principios elementares (ANASTAS;
KIRCHHOFF, 2002; POLIAKOFF et al., 2002):

1) Prevencao da formacéao de dejetos;

2) Economia de atomos;

3) Sinteses com compostos de menor toxicidade;

4) Desenvolvimento de compostos seguros;

5) Diminuic¢do no uso de solventes e auxiliares;

6) Eficiéncia energética;

7) Uso de fontes renovaveis de matéria-prima;

8) Reducao de derivativos;

9) Catalise;

10) Desenvolvimento de compostos para degradacao;
11) Analise em tempo real para a prevencao da poluicao;
12) Quimica segura para a prevencao de acidentes.

1.3 TRIPTOFANO

O triptofano é um aminoacido essencial, que atua na sintese proteica. E necessario para
o crescimento normal de bebés e no equilibrio de nitrogénio em adultos. E precursor da
serotonina, um neurotransmissor essencial na regulacdo do apetite, sono, humor e dor. O
triptofano néo ¢é sintetizado pelo organismo, devendo ser ingerido. E encontrado naturalmente
em alimentos ricos em proteinas como ovos, carne, leite, peixes, entre outros (PUBCHEM).

Possui um grupo amino (basico), um grupo carboxilico (&cido) e sua cadeia lateral
consiste em um indol, que faz dele um aminoacido aromatico e apolar. Sua capacidade de doar
elétrons e parte do anel N-heterociclico, faz com que o triptofano seja considerado um ligante
quimico bastante versatil (CARVALHO et al., 2013).
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No pH fisiolégico, o triptofano é um zwitterion, ou seja, um composto quimico
eletricamente neutro, mas com cargas opostas em diferentes &tomos, podendo se comportar
como acido ou base. O grupo amino (pKa = 9.39) encontra-se protonado (-NH**) e o grupo
carboxila (pKa = 2.38) encontra-se desprotonado (-COO"). (PUBCHEM; RODRIGUES,
2013). Sua estrutura, férmula e peso molecular sdo apresentados na figura 8.

Figura 8 - Estrutura molecular do Triptofano.
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1.3.1 Triptofano na Sintese de Nanoparticulas

No que se refere a sua utilizacdo na sintese de NPM, as primeiras publica¢c@es datam do
final da década de 1990, por Kazachenko e colaboradores (KAZACHENKO et al., 1999), onde
o autor utiliza o amino4cido na sintese de nanoparticulas de ouro. No ano seguinte, 0 mesmo
autor relata pela primeira vez o uso do triptofano na sintese de nanoparticulas de prata
(KAZACHENKO et al., 2000), neste artigo a estrutura do complexo foi proposta considerando
as medidas de infravermelho, com a qual o autor propde que a coordenacéo do triptofano foi
através do nitrogénio do grupo amino e do 4&tomo de oxigénio do grupo carboxila.

Em 2003, Mandal e colaboradores (SELVAKANNAN et al., 2004a), relataram a
reducdo espontanea de ions de cloroaurato aquoso pelo aminoacido triptofano, a uma
temperatura de 50°C, indicando o grupo indol do triptofano como responsavel pela reducao.
Esta concluséo foi baseada em alteragdes na regido UV dos espectros de absor¢éo do triptofano
e em analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que indicaram mudancas na sua

composigdo quimica ao reduzir o ouro idnico. Neste mesmo artigo, o autor faz uso do triptofano
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como agente capeante de AuNP ja reduzidas com boro-hidreto. Neste caso, o autor conclui que
a ligacdo do triptofano com a superficie do ouro ocorre através do grupo amina primario e esta
reacao leva apenas a uma mudanca estrutural e ndo ha alteragdo quimica no aminoécido.

Assim como a temperatura e tempo de reacdo, a acidez do meio também pode
influenciar na sintese de NPM mediada pela oxidag&o do triptofano, uma vez que o aminoacido
tem sua molécula modificada em razéo do pH, podendo existir nas formas catiénica, neutra e
anibnica, em pH 2, 6 e 10 respectivamente (HARRIMAN, 1987). Seu potencial de reducéo
aumenta em meio acido, porém, na sintese de NPM ele age como redutor, ou seja, sofre
oxidag&o na presenca do ion metélico reduzindo-o e, uma vez que o potencial de oxidagao esta
inversamente relacionado ao potencial de reducéo, isto é, quanto menor o potencial de reducao,
maior a tendéncia da espécie quimica em doar elétrons (oxidar), este apresenta maior potencial
de oxidacdo em sua forma aniénica.

Em 2014, Matos (MATOS, 2014) prop6s a sintese de nanoparticulas de prata e ouro
através da oxidacdo de 21 aminodacidos, pela reducdo dos ions metalicos com exposicédo a luz
branca de xenbnio como catalizadora da reacdo. O autor analisou diferentes variaveis como
razdo amino/metal e tempo de exposicdo a luz, e observou que o triptofano foi o Unico
aminoacido capaz de reduzir o ouro ibnico sem necessidade de exposicao a lampada, devido a
sua alta polarizabilidade, propriedade relacionada com a capacidade de uma espécie quimica
em doar elétrons. As AuUNP neste caso foram preparadas com o Triptofano em sua forma neutra
e 0 HAuCls em solugdo com pH acido. Para a reducdo da prata ibnica, o autor empregou 0
triptofano e 0 AgNO3 em sua forma neutra, porém, devido ao baixo potencial de reducdo da
Ag’, neste caso a exposicdo a luz foi necessaria. Nos dois casos 0 autor propds um ajuste do
pH da suspensdo apds a reducdo das NP para valores mais elevados para garantir maior
estabilidade as suspensoes.

Mais recentemente, Mukha e colaboradores (MUKHA et al., 2016), obtiveram
nanoparticulas de prata e ouro utilizando o aminoéacido triptofano como responsavel pela
reducdo do ion metélico e estabiliza¢do, analisando os efeitos da acidez do meio, onde o pH das
solucdes foi ajustado com a adicdo de NaOH ou HCI antes da reacdo. O autor relata uma rapida
reducdo do ouro ibnico em meio acido, por outro lado, em meio basico os complexos hidroxido
quase ndo foram reduzidos e ouro coloidal quase ndo foi formado, acompanhado por
significativas mudangas no espectro de absorcdo. J& quando a espécie metalica a ser reduzida
eraa Ag", o autor relata que sua reducdo s6 foi possivel com o triptofano em sua forma ani6nica

e com a necessidade de aquecimento continuo.
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Diferentes métodos para sintese de NPM utilizando o aminoacido triptofano foram
relatados, porém, em sua maioria através de processos lentos e complicados ou necessitando da
adicdo de outros reagentes quimicos para catalisar a reacdo, sendo que, em alguns casos, 0
triptofano é utilizado apenas na funcionalizagdo ou na anti-agregacdo de nanoparticulas ja
sintetizadas através de outros redutores quimicos. (BIAN et al., 2013, 2014; SRIVASTAVA et
al., 2013).

Neste estudo, o triptofano foi o responsavel pela reducdo e estabilizacdo de
nanoparticulas de prata e ouro através de uma reacdo redox, por um processo simples e rapido
adaptado de Matos (MATOS, 2014), sendo a iluminagéo por luz branca (lampada de xendnio)

a Unica catalizadora desta reacao.

1.4 LAMPADA DE XENONIO

Lampadas de Xeno6nio (Xe) sdo lampadas acionadas por eletricidade, do tipo descarga,
de alta pressdo. Consistem em um bulbo preenchido com gas xendnio (muitas vezes acrescido
de mercdrio), onde sdo montados dois eletrodos separados por poucos milimetros na qual se
forma um pequeno arco voltaico que emite luz intensa. A emissdo ocorre em uma ampla faixa
de comprimento de onda que vai de 300 a 1000nm (figura 9), abrangendo as regides do
ultravioleta (UV), visivel e infravermelho (IR) proximo (LEE et al., 2014).

A radiacdo eletromagnética emitida por este tipo de lampada é do tipo ndo polarizada,
ou seja, é formada por muitas irradiacGes independentes, caracterizando-se por apresentar
campo elétrico em diversas direc6es, de forma aleatdria. Lampadas incandescentes sao exemplo
de fonte de luz de ndo polarizada.

Figura 9 - Distribuicdo de comprimentos de onda da lampada de Xendnio de 300W entre 300nm e 1000nm.
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Fonte: (LEE et al., 2014).
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1.4.1 Luz na Sintese de Nanoparticulas

Na sintese de NPM, a radiacdo eletromagnética se mostra como uma alternativa
interessante, pois se caracteriza por ser livre de efeitos ambientalmente negativos como
utilizacdo de solventes tdxicos ou redutores agressivos.

Trabalhos sobre a utilizacdo de radiacéo eletromagnética na sintese de NP comegaram
a ser publicados no final da década de 1990: em 1999 Yong Zhou (ZHOU et al., 1999),
sintetizaram NPM com o uso de radiagdo UV, em conjunto com polimeros como PVA e PAM,
com tempo médio de irradiacdo de 48 horas. Dois anos depois, foi relatada a preparagdo de
nanocompositos soltveis de poliamida e prata, utilizando uma lampada de mercurio de alta
pressdo como fonte de radiacdo UV. O tempo de irradiacdo foi de 12 horas e foram obtidas
nanoparticulas de prata entre 6 e 20nm de didmetro (HUANG et al., 2001).

Em 2003 Calegari (CALLEGARI; TONTI; CHERGUI, 2003) relatou a utilizacdo de
luz visivel, onde com a aplicacdo de filtros de vidros coloridos o autor modificou o tamanho e
forma de nanoparticulas de prata, porém, neste caso a irradiacao ndo foi empregada na reducéo
dos ions metélicos, este se deu pela adi¢cdo de boro-hidrato a uma solugéo de AgNO:s.

Mais recentemente, foram publicados estudos que relatam a formacéao de nanoparticulas
de prata em microestruturas de 1, 2 ou 3 dimensdes através de irradiacdo UV seguida de
tratamento térmico adicional (PARK et al., 2010); outros artigos também relatam a formacéo
de nanoparticulas de prata através de irradiacdo por lampada de LED UV, xendnio e excitacdo
por lampada de sddio utilizando resina autopolimerizavel e AgNO3z em solugdo de etanol
(COURROL; SILVA; GOMES, 2007); irradiagdo com laser de pulsos de fentossegundos,
utilizando solucéo de agar-agar (MATOS et al., 2013) entre outros.

1.4.2 Lampada de Xenonio na Sintese de Nanoparticulas

A Lampada de Xeno6nio possui uma luz branca e muito brilhante, semelhante a luz
natural. A ampla faixa de emissdo da lampada de xendnio, que se estende para a regido do
infravermelho da radiacdo eletromagnética, leva a geragéo de calor.

O campo elétrico proveniente da lampada de Xenénio orienta os elétrons de uma
molécula neutra (que apresenta 0 mesmo numero de prétons e elétrons), no sentido contrario
ao da corrente elétrica. Assim os elétrons concentram-se em um lado da molécula, que se torna
negativo e consequentemente, o outro lado torna-se positivo. Este processo gera um momento

dipolo que ocorre mais facilmente para moléculas mais polarizaveis. Ao ser irradiada por um
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comprimento de onda ressonante, uma molécula absorve energia havendo a populagdo de
estados (niveis) excitados. Nesta configuracdo os elétrons estdo mais distantes do nucleo,
havendo uma menor forca de atracdo, como consequéncia a polarizabilidade da molécula
aumenta.

O aumento da polarizabilidade da molécula faz com que esta oxide mais facilmente, ou
seja, tenha uma maior tendéncia a doar elétrons. Uma vez que a sintese das NPM ocorre por
uma reacdo de oxidacdo e reducdo, onde a espécie oxidada doa elétrons ao ion metalico
reduzindo-o a um 4tomo neutro, a radiacao eletromagnética pela lampada de xenénio atua como
catalisadora desta reagédo (MATOS, 2014).

Em 2007, Courrol e colaboradores relataram a exposicdo do AgNQs, diluido em etanol
e resina autopolimerizavel a lampada de xenénio, induzindo a suspensdo coloidal de particulas
de prata, sendo posteriormente submetidos a pulsos de laser para reducdo de tamanho
(COURROL; SILVA; GOMES, 2007). Matos também relatou a exposicdo a ldampada de
xendnio seguida por irradiacdo a laser para a formacao de nanoparticulas de prata, porém, foi
utilizado o AgNOs em solugdo preparada a partir de um polimero natural, extraido da planta
Euphorbia milli (DE MATOS et al., 2011).

No presente estudo, a irradiacdo pela lampada de xenénio foi utilizada na sintese de
nanoparticulas de prata, atuando na reducdo de ions Ag*, através da oxidagdo do L-Triptofano
em solucdo aquosa. Este procedimento foi adaptado do apresentado por Matos em 2014
(MATOS, 2014).

1.5 Mimusops coriacea (A. de Candolle) Mig.

A Mimusops coriacea (A de Candolle) Mig. (figura 10), é uma espécie vegetal original
de Madagascar (GAUTIER et al., 2012), porém, comumente encontrada no litoral brasileiro.
Existem varios nomes comuns para denominé-la: Abricd, Abrico-de-praia, Abrico-do-Pard,
Abrico de Sdo Domingos, Abrico Selvagem, Abricd-do-Mato.

A espécie encontrada em varios estados do Brasil, € empregada em picadas de insetos,
para expelir vermes intestinais e no tratamento de feridas comuns e Ulceras. Possui frutos
amarelos de polpa doce e farinhosa, e folhas ovaladas com bordas lisas e tamanhos médios de

15x8cm, verde-escuro na face superior e verde-claro na inferior (LAZARINI, 1998).
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Quanto sua classificacdo botanica temos (LAZARINI, 1998):

e Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
e Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)
e Subclasse: Dilleniidae

e Ordem: Ebenales

e Familia: Sapotaceae

e Género: Mimosops

e Espécie: Mimusops coriacea (A. de Candolle) Miquel

d) &
Imagens: a propria autora.

1.5.1 Extratos Vegetais na Sintese de Nanoparticulas

Plantas sdo materiais facilmente acessiveis, que se apresentam como excelente
alternativa para a sintese de NPM. A obtencdo de AgNP por esta rota foi inicialmente reportada
por Gardea-Torresdey et al. (GARDEA-TORRESDEY et al., 2003), através do uso de broto de
alfafa. Neste estudo os autores reportam a reducéo do Ag* para Ag® e posterior organizagéo do
Ag° em nanoparticulas de prata. A planta era utilizada na integra e o processo lento e bastante
trabalhoso. Estas dificuldades foram superadas com o uso de extratos vegetais, que minimizou
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o tempo de reducdo do Ag* para minutos, dependendo de condigbes como temperatura,
concentracdo do metal na solucdo e pH (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013).

A sintese de nanoparticulas a partir de extratos vegetais, pode ser atribuida a abundancia
de biomoléculas como proteinas, carboidratos, &cidos graxos e vitaminas presentes nas plantas
(RAUWEL et al., 2015). Muitos estudos indicam os metabdlitos secundarios encontrados nos
Oleos essenciais presentes nos extratos vegetais como principais agentes responsaveis pela
reducdo do ion metalico e formacéo das nanoparticulas (PARK et al., 2016; SONG; KIM, 2009;
VILAS; PHILIP; MATHEW, 2014). Estes fitoquimicos sdo responsaveis ndo somente pela
sintese das nanoparticulas, mas também pelo seu encapsulamento evitando posterior agregacao
das particulas.

Para escolha da espécie vegetal a ser testada, foi efetuado um levantamento bibliografico
sobre sintese de nanoparticulas metalicas através de extratos vegetais (MASHWANI et al.,
2015b). Os principais fatores considerados para a escolha foram a rapidez, simplicidade e baixo
custo do processo além da disponibilidade da espécie para coleta. Outros fatores determinantes
para a escolha desta espécie foram sua alta resisténcia ao vento e solo arenoso, rapida
germinacdo e crescimento.

O procedimento utilizado como referéncia para o apresentado neste trabalho foi o
publicado por Prakash e colaboradores em 2013 (PRAKASH et al., 2013), onde o autor obteve
nanoparticulas de prata esféricas, com diametro entre 55 e 83nm, através do extrato aquoso das
folhas de Mimusops elengi L. O extrato foi obtido pela infusdo das folhas em agua destilada, e
a obtencdo das nanoparticulas ocorreu pela adicdo do sal metalico (AgNO3) ao extrato em
temperatura ambiente e sob pH neutro, apds 2 horas de reacéo.

Neste artigo, o autor cita outros trabalhos ja publicados com esta espécie (SAHA et al.,
2008; SATISH et al., 2008), que apontam a presenca de diversos compostos organicos como
alcaloides, fendis, flavonoides, taninos, terpenoides, esteroides, glicosideos e benzenoides, que
podem ser 0s responsaveis pela reducao do ion metélico e estabilizacdo das nanoparticulas.

A Mimusops elengi € citada na obra Flora Brasiliensis (MIQUEL, 1863), como
sinbnimo da Mimusops coriacea, pertencentes ao subgénero Imbricaria, do género Mimusops
L., da familia Sapotaceae. Devido a vasta presenca da espécie Mimusops coriacea no litoral
paulista facilitando o procedimento de coleta, esta foi utilizada para o processo.

Ha poucas informagfes sobre a Mimusops coriacea na literatura, porém, a Mimusops
elengi € muito utilizada ndo apenas na sintese de nanoparticulas, mas também por suas

atividades antimicrobianas, antioxidantes, analgésicas, diuréticas, anti-inflamatorias, larvicida,
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entre outras, presentes em todas as suas partes (casca da arvore, folhas, frutos e sementes)
(KUMAR et al., 2014; RUIKAR et al., 2012; SAHA et al., 2008).

Além do trabalho publicado por Prakash, utilizando o extrato aquoso das folhas de
Mimusops elengi, € possivel encontrar trabalhos que relatam a sintese de NPM através do
extrato obtido da casca da arvore e de suas sementes (KUMAR et al., 2014; MAJUMDAR,;
BAG; GHOSH, 2016), onde os autores apontam compostos polifenélicos, como o acido galico,
presentes nestes extratos como os responsaveis pela reducdo do ion metéalico e estabilizacao das

particulas.

1.6 NANOPARTICULAS METALICAS NA DETERMINACAO DE MERCURIO

Nanoparticulas de metais nobres, como as de ouro e prata, tem apresentado excelentes
resultados como sensores colorimétricos para a deteccio dos fons Hg?* em baixas
concentracdes. Estes méetodos sdo baseados na agregacdo ou anti-agregacdo das nanoparticulas,
com consequente alterac@o de suas propriedades opticas.

Estas reacOes geralmente ocorrem através da adicdo de moléculas capazes de se ligarem
as nanoparticulas em suspensdo, levando a sua aglomeragdo ou evitando-a. Entretanto, estas
moléculas apresentam maior tendéncia para ligacio com o Hg?*, ou seja, adicionando o metal
a solucdo altera-se as caracteristicas da suspensdo coloidal, e consequentemente, suas
propriedades opticas, relacionando-as & concentragdo de Hg?* na solugéo.

Li e colaboradores (LI et al., 2009) reportaram a deteccdo de Hg?* pela agregacéo de
AUNP esféricas de ~13nm de didmetro sintetizadas a partir da redugdo por citrato de sodio.
Neste método aptdmeros de DNA e Hg?" em solucio sio misturados e adicionados as AuNP
previamente sintetizadas. O procedimento leva a aglomeracdo das particulas, com alteracdes
nas bandas plasmonicas observadas em ~A520nm e na coloracédo das solu¢des. Em 2010, um
método bastante semelhante foi publicado, desta vez através da adi¢do da L-cisteina na
funcionalizacdo de AuNP esféricas de ~16nm de didmetro (CHAI et al., 2010).

Em 2014, o uso da 6-Tioguanina foi reportado, induzindo inicialmente a aglomeragéo
de AgNP, alterando a coloragdo da solucdo e deslocando o Amax da banda plasmoénica para
comprimentos de onda maiores. A presenca do Hg?* na solucdo leva a desagregacdo das
nanoparticulas, com mudanca na coloracdo da solucéo e deslocamento hipsocrémico da banda
plasmdnica (DUAN et al., 2014). Mais recentemente, foi reportada a detecgio de Hg?* através
da aglomeracéo de AgNP encapsuladas por quitosana (SHARMA et al., 2018). Entretanto este

método foi sensivel também aos ions Fe3* e Cu?*.
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Estes métodos tém apresentado excelente seletividade e sensibilidade, com limites de
deteccdo da ordem de nanomol (nM) de Hg, porém, embora a preparacdo de alguns desses
ligantes seja relativamente facil, o desenvolvimento de métodos mais simples, eliminando
etapas de sintese e reduzindo os custos do procedimento, sem prejuizo da seletividade e
sensibilidade é bastante atraente.

No presente estudo, as nanoparticulas obtidas atraves dos métodos de sintese propostos,
foram analisadas quanto a sua sensibilidade e seletividade na deteccio de ions Hg?" em solucgéo
aquosa, em um procedimento adaptado do descrito por Ahmed e colaboradores (AHMED;
HASAN; MOHIUDDIN, 2014), na qual, nanoparticulas de prata sdo utilizadas na quantificacéo
de mercdrio, sem qualquer funcionalizacdo ou modificacdo prévia, através de alteracbes nas
bandas plasmonicas na presenca do analito, proporcionais ao aumento da sua concentracao,
permitindo assim sua deteccdo e quantificacdo. No estudo citado o limite de deteccdo
encontrado é de 1ug/mL, entretanto, no presente estudo buscamos otimizar o método

aumentando sua sensibilidade, permitindo detectar concentragcdes da ordem ng/mL.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos gerais desta pesquisa séo a sintese de nanoparticulas de prata e ouro por
métodos “verdes”, e sua aplicacdo na detecgdo e quantificacdo de mercurio, através de

alteracGes na banda plasmonica decorrente da propriedade de SPR das nanoparticulas.

Como objetivos especificos temos:

e Sintese de nanoparticulas de prata e ouro, utilizando o aminoacido L-Triptofano
combinado com irradiagdo eletromagnética por lampada de Xendnio;

e Sintese de nanoparticulas de prata e ouro a partir do extrato aquoso de folhas de
Mimusops coriacea (A. de Candolle) Miq;

e Caracterizacdo das nanoparticulas através de diferentes técnicas instrumentais;

e Anaélise do potencial das nanoparticulas sintetizadas na deteccdo e quantificacdo de

mercurio em solucdes aquosas, atraves de alteracdes em suas bandas plasménicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PREPARO DAS SUSPENSOES DE NANOPARTICULAS DE PRATA E OURO

3.1.1 Materiais

3.1.1.1 Reagentes

- Nitrato de Prata 99,99% Sigma-Aldrich (AgNO:3);

- Cloreto de Ouro a 0,2% em solucdo aquosa Sigma-Aldrich (HAuUCl.);
- L-Triptofano 98,5% Vetec (C11H12N202);

- Agua destilada

- Hidréxido de Sddio em solucdo aquosa 0,1M (NaOH)

3.1.1.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados para o preparo e armazenamento das solugdes
foram: balanga analitica de precisdo Simadzu AVW 220D, lampada de xendnio Oriel 300W,
pHmetro Prolab pH500 -2.0~16pH; vortex Biomixer, agitador magnético com aguecimento
Fisatom753A, estufa ECB Linea — Olidef CZ (até 70°C); filtros de papel, pipetas e bequers de
diversos volumes, tubos eppendorf e frascos de vidro.

As amostras foram armazenadas em refrigerador a ~7°C.

3.1.2 Sintese de Nanoparticulas de Ouro e Triptofano (TrpAuNP)

Foi preparada uma solucdo de L-Triptofano na concentracdo de 3mmol/L em &gua
destilada. Em seguida, o precursor metalico HAuUCI, foi adicionado & solucéo até atingir as
concentragbes 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0mmol/L. As solucBes foram agitadas em vortex por
aproximadamente 2 minutos para homogeneizacdo. O procedimento foi efetuado sem ajuste
prévio de pH.

A reacéo levou a acidificagdo da solucdo e foi efetuado um estudo quanto ao ajuste do
pH pela adicdo de NaOH tornando o meio neutro e basico, detalhados no item Resultados e

Discussoes.
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3.1.3 Sintese de Nanoparticulas de Prata e Triptofano (TrpAgNP)

As solucBes foram preparadas a partir da pesagem do L-Triptofano e AQNO3s em balanca
analitica e diluidas em 100mL de &gua destilada. A concentracdo de L-Triptofano foi fixada em
3mmol/L, variando a concentragdo de AgNOz em 0,3; 0,5; 1,0 e 2,0 mmol/L. As solucGes foram
agitadas em vortex por cerca de 2 minutos para homogeneizacao.

As solucdes foram expostas a lampada de Xenénio, 10mL (+0,1) por vez, em um béquer
de 15mL de capacidade, a 11 cm de distancia da lampada, entregando uma energia de 3,6 J
(0,86 cal) por segundo e por cm? a solucéo irradiada. Os periodos de exposicéo utilizados foram
5, 10 e 15 minutos, alterando a coloracdo da solucdo para um tom castanho avermelhado
indicando a formacdo das TrpAgNP em suspensao. A figura 11 esquematiza este procedimento.

As solucdes foram preparadas sem ajuste prévio de pH, porém, a exposicao a lampada
levou a uma variacao na acidez. Uma analise do ajuste de pH pela adi¢do de NaOH tornando o

meio basico foi efetuada e esta detalhada no item Resultados e Discussoes.

Figura 11 - Representagao esquematica da sintese das TrpAgNP.

P
D

L-Triptofano

3.1.4 Sintese de Nanoparticulas de Prata e Extrato Aquoso de Mimusops Coriacea (A. de
Candolle) Mig. (McAgNP)

Fonte: a propria autora.

Este método foi adaptado de Prakash (PRAKASH et al., 2013), porém, a planta utilizada
neste estudo foi a Mimusops coriacea (A. de Candolle) Miq. A espécie difere da utilizada neste
trabalho, porém, pertence ao mesmo género.

Para obtencdo do extrato, folhas jovens de Mimusops coriacea foram coletadas na orla
da Prainha Branca, localizada na Area de Preservacio Ambiental (APA) Serra do Guararu,
Guaruja-SP, a latitude -23,869296 e longitude -46,137139 (figura 12). Em média, o clima na



41

regido apresenta temperaturas mais elevadas e maior precipitacdo entre setembro e abril; os

demais meses compreendem o periodo de clima mais seco e temperaturas mais baixas.
Figura 12 - Imagem de s
| W S S NS

atélite do local d

coleta do material vegetal para preparo do extrato.

gan%A .‘ : 3
canto do Tié : Local da coleta
y

Fonte: (GOOGLE).

As folhas foram lavadas com agua corrente em abundancia, enxaguadas com &agua
destilada e ap0s escorrerem a temperatura ambiente foram picadas em pequenos pedacos de
cerca de 10x3mm. O material picado foi colocado em infusdo durante 5 minutos em 100mL de
agua destilada, na concentracdo 50mg/mL(x2mg), a temperatura média de 82°C (x2°C) em um
agitador magnético com aquecimento. Ap6s um minuto de repouso o material foi filtrado em
filtro de papel rendendo cerca de 80mL de extrato, que consistiu em um liquido verde claro. Os
extratos foram preparados em até 24horas ap6s a colheita do material. A figura 13 ilustra

fotograficamente as etapas.
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Figura 13 - Preparo do extrato de folhas de Mimusops coriacea. a) folhas lavadas e escorridas; b) pesagem das
folhas picadas; c) infusdo; d) extrato filtrado.

Imagens: a propria autora

O preparo da suspensao de McAgNP ocorreu a partir da diluigdo do precursor metalico
AgNOs, em 40mL do extrato a temperatura ambiente, sem ajuste prévio de pH. A solucéo foi
agitada manualmente durante alguns segundos para homogeneizacdo e mantida em temperatura
ambiente sem agitacdo. Apds cerca de 10 minutos houve a mudanca de cor da solucdo de verde-
claro do extrato para um tom castanho intenso, caracteristico das nanoparticulas de prata. O
preparo das suspensdes foi efetuado no mesmo dia do preparo do extrato.

Um estudo quanto a concentragdo de AgNOs foi efetuado, pesando e diluindo-o
diretamente no extrato, até atingir as concentracdes: 0,5; 1,0; 2,0; e 3,0 mmol/L. Foram
analisadas as variagdes na coloragdo das solugdes e efetuadas analises de espectrofotometria
UV-Vis (conforme descrito no item 3.2.1). Diante dos resultados obtidos, uma analise de
variacdes no volume de folhas utilizado no preparo do extrato, combinadas com diferentes
concentracOes do sal metélico e acidez do meio, ajustada pela adicdo do NaOH foi efetuada.
Estas variacBes estdo sumarizadas na tabela 4, porém, estdo melhor detalhadas no item

Resultados e Discussoes.

Tabela 4 - VariacGes nas condicOes de sintese das McAgNP.

Fator avaliado Valores
Concentragdo de folhas no preparo 25; 50; 100 (+2)
do extrato (mg/mL)
Concentracdo de AgNO3z (mmol/L) 1,0-2,0(x0,1)
pH Acido (5-6) — Neutro (6,5-7,5) — Bésico (9,5-

11,5)
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3.1.5 Sintese de Nanoparticulas de Ouro e Extrato Aquoso de Mimusops Coriacea (A. de
Candolle) Mig. (McAuNP)

O método de obtencdo do extrato de Mimusops coriacea e preparo das suspensdes de
McAUNP foi 0 mesmo empregado na sintese de MCAgNP, descrito no item anterior, entretanto,
o precursor metalico utilizado foi 0 HAuCls. Neste caso a mudanca de cor da solucdo também
iniciou apds cerca de 10 minutos, desta vez para violeta, caracteristico das nanoparticulas de
ouro.

Fatores como concentracdo do extrato e do sal metalico, assim como a acidez do meio

foram analisados e estdo sumarizados na tabela 5.

Tabela 5 - Variacbes nas condicdes de sintese das MCAUNP.

Fator avaliado Valores
Concentracao de folhas no preparo 25; 50; (+2)
do extrato (mg/mL)
Concentracdo de AgNO3z (mmol/L) 1,0-2,0(x0,1)
pH Acido (2-3) - Neutr(i 1(ez_),ie-zs) — Baésico (9,5-

3.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.2.1 Espectrofotometria de Absor¢do na Regido do Ultravioleta-Visivel — (UV-vis)

Para esta técnica, o aparelho utilizado foi o espectrofotdometro UV/Vis Shimadzu —
MultiSpec 1501, sendo as medidas efetuadas em cubeta de quartzo de 1cm de caminho 6tico,
com as amostras a temperatura ambiente. Foi analisado o espectro entre 200 e 800nm. Devido
ao sinal muito intenso, foi necessaria a diluicdo prévia das amostras em agua destilada, indicada
junto aos seus respectivos resultados.

Foram efetuadas medidas para todas as variagdes testadas, servindo para a comprovagao
da presenca de nanoparticulas em suspenséo e caracterizacdo inicial através da observacao dos

espectros. As medidas foram plotadas e tratadas através do software Origin 8.
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3.2.2 Espalhamento de Luz Dindmico — (DLS)

Para esta analise, utilizou-se o aparelho Zetasizer NanoZS da Malvern da Central
Experimental Multiusuario (CEM) da Universidade Federal do ABC (UFABC).

O angulo de espalhamento de luz foi fixado em 173° e a temperatura em 25°C. O tempo
de estabilizacdo da amostra foi fixado em 120 segundos. Uma cela de eletroforese foi utilizada
para analise das amostras. Os resultados foram analisados pelo software do aparelho Zetasizer
Software.

Este equipamento fornece informagdes sobre a distribui¢cdo de tamanho, considerando
o diametro hidrodindmico (DH) das particulas, sua polidispersividade (Pdl), além de permitir o
calculo do potencial zeta, na qual valores mais proximos a OmV indicam particulas com alta

tendéncia a se agregar.

3.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissdo — (MET)

A microscopia eletrénica de transmisséo, foi utilizada para a determinacdo do tamanho
(diametro), e da ultraestrutura das nanoparticulas. As analises foram efetuadas no Centro de
Ciéncia e Tecnologia dos Materiais (CCTM), do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN) da Universidade de Séo Paulo (USP), pela pesquisadora Dr.2 Flavia Rodrigues.

As amostras foram gotejadas em uma grade de cobre e analisadas no microscépio
eletrénico de transmissdo JEM 2100 — JEOL. A analise de distribuicdo de tamanho das

particulas foi efetuada através das imagens obtidas por esta técnica com o software ImageJ.

3.2.4 Espectrofotometria de Emisséo — Fluorescéncia

O equipamento empregado nesta técnica foi o Fluorimetro Fluorolog 3 Horiba Jobin
Yvon, sendo as medidas efetuadas em cubetas de quartzo de 1cm de caminho Optico em
temperatura ambiente. As TrpAgNP/TrpAuNP foram excitadas em 280nm e o espectro medido
entre 295 e 500nm; as McAgNP/McAuUNP foram excitadas em 430nm e espectro medido entre
450 e 800nm.

As medidas efetuadas pelo equipamento sdo automaticamente plotadas no software
Origin, na qual foi possivel observar o pico de emisséo do triptofano em comprimentos de onda
de aproximadamente 350nm nas TrpAg/TrpAuNP; e da clorofila em aproximadamente 630nm
no caso das McAg/McAUNP.
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3.2.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — (FTIR)

Para esta técnica, foi utilizado o espectrofotdmetro IR Prestige 21- Shimadzu.

O preparo das amostras foi efetuado pipetando 200pL da solugédo a ser analisada em
uma lamina para microscopia e colocadas em estufa. Apds aproximadamente 60 minutos, o
solvente j& havia evaporado e o procedimento foi repetido por 2 vezes. O intervalo entre as
repeticbes foi menor pois a temperatura de estufa aumentou gradativamente. A temperatura
inicial era de 30°C e atingiu 68°C ao final do processo. Uma pequena gquantidade da amostra
seca foi misturada ao brometo de potéssio (KBr) e prensada, obtendo-se uma pastilha fina e
translucida, utilizada para analise.

Para obtencdo dos espectros foram acumuladas 100 varreduras.

3.2.6 Reprodutibilidade

A analise dos espectros UV-vis das suspenstes de AgNP e AuNP preparadas ao longo
do estudo foram utilizadas para determinar a reprodutibilidade do método. Foram analisadas as

variag0es na posicdo do A maximo e na intensidade de absorbancia.

3.3 APLICACAO NA DETERMINACAO DE MERCURIO EM SOLUCAO AQUOSA
3.3.1 Materiais
3.3.1.1 Reagentes

Todas as diluicdes foram efetuadas utilizando dgua MiliQ. Para analise de sensibilidade
foi utilizada uma solucéo padréo de mercurio para espectrofotometria de 1000mg/L (£5mg/L)
SpecSol.

Os reagentes empregados nas analises de seletividade estdo sumarizados na tabela 6.
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Tabela 6 - Relacdo de reagentes utilizados na andlise de seletividade do método.

Simbolo Descricdo Fornecedor
Li* CLORETO DE LITIO P.A. LiCl SYNTH
Na* CLORETO DE SODIO P.A. NaCl DINAMICA
K* CLORETO DE POTASSIO P.A. - KCI -

Mg?* CLORETO DE MAGNESIO HEXAHIDRATADO P.A. — VETEC
MgCl..6H.0
Ca? NITRATO DE CALCIO P.A. TETRAHIDRATADO — VETEC
Ca(NO3z)2.4H0
Sr2* CLORETO DE ESTRONCIO P.A. HEXAHIDRATADO — EXODO
SrCl,.6H20
Ba?* CLORETO DE BARIO P.A DIHIDRATADO- BaCl,.2H;0 SYNTH
Ni%* NITRATO DE NIQUEL P.A HEXAHIDRATADO — VETEC
Ni(NO3),.6H.0
Cu? CLORETO DE COBRE II DIHIDRATADO P.A. - CAAL
CuCl2.2H20
Zn? NITRATO DE ZINCO P.A. HEXAHIDRATADO - VETEC
Zn(NO03)2.6H.0
Hg?* CLORETO DE MERCURIO - HgCl; DINAMICA
Co?* NITRATO DE COBALTO P.A. HEXAHIDRATADO - VETEC
Co(NO03)2.6H.0
Cd?* CLORETO DE CADMIO MONOHIDRATADO PURISSIMO VETEC
— CdCL2.H0

3.3.2 Analise de Sensibilidade e Seletividade

Foi preparada uma solucdo estoque de 100ug/mL(£5ug/mL) de mercuario, pipetando
10mL(£0,5mL) da solugdo padrdo de Hg 1000pg/mL em um bal&o volumétrico de 100mL e
completando com agua MiliQ até a marca.

Na primeira etapa, foram efetuadas diluicdes progressivas da solucdo estogque
previamente preparada, com menor concentracdo fixada em 5%(+1%) da concentracéo inicial.
Ap0s a caracterizacdo das nanoparticulas e determinacdo das melhores condicGes obtidas com
cada método, estas foram diluidas na proporcdo 1:4 nas solugcbes preparadas em diferentes
diluicdes da solucéo estoque de Hg, e aguardou-se 10 minutos, quando foram efetuadas analises
de espectrofotometria UV-vis em triplicata. O preparo das solucgdes, assim como as medidas de
espectrofotometria UV-vis foram efetuados em temperatura ambiente, sem dilui¢do e qualquer
outro tratamento prévio.

Para o preparo das amostras de branco, diluiu-se a suspensdo em agua MiliQ na mesma

proporcao utilizada nas amostras com o analito. Este procedimento foi adaptado do descrito por
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Ahmed e colaboradores (AHMED; HASAN; MOHIUDDIN, 2014), onde o limite de detec¢éo
obtido foi de 1pg/mL.

Para analise de seletividade, os céations relacionados na tabela 6, foram pesados em
balanca analitica e diluidos em agua MiliQ na concentracdo de 100pg/mL (£3pg/mL). Foram
preparadas amostras nas mesmas condic¢des aplicadas na analise de sensibilidade, utilizando as
nanoparticulas que apresentaram melhores resultados na etapa anterior e efetuadas analises dos
espectros UV-vis também nas mesmas condices.

Comprovada a seletividade do método, foram efetuadas variagfes na dilui¢do prévia da
suspensdo coloidal e na proporgéo de diluicdo com a solucdo aquosa de Hg, e analisados 0s

espectros UV-vis, com o objetivo de aumentar a sensibilidade de método.

3.3.3 Curva Analitica

ApoOs otimizacdo dos parametros, construiu-se uma curva analitica, pela obtencao de
espectros UV-vis das amostras preparadas com diferentes concentracdes de Hg. O intervalo de

concentracdo estudado foi de 50 a 500ng/mL e as medidas foram efetuadas em triplicata.

3.3.4 Determinacéo dos Limites de Deteccdo (LOD) e Quantificacdo (LOQ)

Por definicdo, limite de deteccdo (LOD), é a menor concentracdo do analito em uma
amostra que pode ser detectada; e limite de quantificacdo (LOQ), é a concentracdo mais baixa
de um analito que pode ser determinada com precisdo aceitavel e exatidao, nas condicbes
experimentais estabelecidas (CURRIE, 1999).

Para determinacdo baseada em pardmetros da curva analitica, 0 LOD e LOQ podem ser
calculados pelas equacgdes 1 e 2 (CURRIE, 1999):

LOD === (1)
LOQ = 1°b—5d )

Onde Sd corresponde ao desvio padrédo de 10 medidas do branco; e b ao coeficiente

angular da curva analitica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS

Conforme descrito no item anterior, foram efetuadas variagdes na concentra¢do metal,
no volume de folhas utilizado para preparacao do extrato vegetal no caso das McNP, no tempo
de iluminag&o por lampada de xendnio (quando necessario) e na acidez do meio no preparo das
suspensdes de nanoparticulas de prata e ouro.

A presenca de NPM em suspenséo, foi determinada inicialmente pela coloragdo das
solucdes: amarelo/marrom para AgNPs e vinho/violeta para AuNP. Esta coloragéo
caracteristica ¢ decorrente da ressonancia plasmonica de superficie das NPM, onde a cor
observada é complementar ao comprimento de onda de absorcdo do plasmon.

A analise dos espectros UV-vis, confirmou a presenca das NPM em suspensdo e
possibilitou uma triagem inicial entre as melhores condicGes de sintese para cada procedimento.
Os principais parametros avaliados foram: a presenca de banda plasmonica decorrente da
propriedade de SPR das nanoparticulas, observadas em comprimentos de onda de = 420nm para
AgNP e =500nm para AuUNP; intensidade de absorbancia (quanto mais intensa, mais
concentrada a suspenséo), largura a meia altura (quanto mais estreita menos polidispersa, ou
seja, mais homogénea); e posicao do Amax (comprimentos de onda menores indicam particulas
menores)(VIOL et al., 2011; YU; WANG; PENG, 2003).

O comportamento espectral, em &gua, dos reagentes: L-Triptofano; AgNOs e HAUCIj,
foram estudados anteriormente (MATOS, 2014), e estdo apresentados no anexo A, assim como
0s espectros do extrato de Mimusops coriacea. Estes apresentam absor¢do na regido do UV,
ndo interferindo na analise das bandas das AgNP/AuNP, porém, auxiliaram na compreensdo
dos mecanismos de sintese.

Outras técnicas de caracterizacdo como DLS e potencial zeta, que determinam o
didmetro hidrodindmico, a polidispersividade e a estabilidade das suspensdes, além de imagens
obtidas por MET contribuiram para a triagem. Analises complementares de fluorescéncia e
FTIR foram efetuadas para auxiliar na compreensao dos mecanismos envolvidos nos processos

de sintese.
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4.1.1 Sintese de Nanoparticulas de Ouro (TrpAuNP) e Prata (TrpAgNP) Através do
Aminoacido L-Triptofano e Exposicdo a Lampada de Xenénio

O L-Triptofano em &gua, assim como 0 AgNO3 em agua, apresentam-se incolores, como
demonstrado na figura 14 a e b e figura 68 e 69 do anexo A, ja o HAuUCIls em agua possuli
coloracdo amarela translucida (figura 14 c e figura 70 do anexo A).

Nas solucGes preparadas com L-Triptofano e HAUCI4 (TrpAu), a mudanca de cor para
violeta observada na figura 15 a, é imediata em todas as concentracdes testadas, indicando a
presenca de nanoparticulas de ouro (TrpAuNP) em suspensdo coloidal, dispensando a
exposicdo a lampada; enquanto nas solu¢Ges com AgNOs (TrpAg), a mudanca de cor s6 é
observada apds iluminacao (Figura 15 b e ¢). A auséncia de banda em A =420nm no espectro
UV-vis (figura 16) indica que ndo houve formacao de nanoparticulas de prata (TrpAgNP) antes

da iluminacéo.

Figura 14 - a) L Triptofano em &gua; b) AgNO; em 4gua; ¢) HAUCl, em &gua.
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Figura 16 - Espectros UV-vis das solucdes de L-Triptofano e AgNO3 antes da exposicao a lampada de Xendnio.
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4.1.1.1 Nanoparticulas de ouro e L-Triptofano — TrpAuNP

Ao diluir o HAuUCIs em &gua, os ligantes cloreto, sdo substituidos por hidroxilas,
formando um complexo, cuja banda, tem maximo de absorbancia em ~300 nm (figura 70 do
anexo A), com o0 aumento da concentragdo, a banda sofre deslocamento para o vermelho, ~314
nm, decorréncia da formagdo de complexo com cloretos (substituicdo de hidroxilas por
cloretos).

Os espectros UV-vis das TrpAuNP, sdo apresentados na figura 17 a. Foi observado, que
a medida que a concentracdo de HAuCls, aumenta (menor razdo L-Trp/HAuUCIs), as bandas de
absorcdo plasmonica sofrem um deslocamento hipsocromico (para comprimentos de onda
menores), indo de 565nm para a amostra de 0,5 mmol/L para 547nm para 3 mmol/L (fig 17 d),
tornam-se, mais intensas (fig. 17 b) e mais estreitas (fig 17 c¢), indicando a presenca de particulas
menores, em suspensdes mais concentradas e mais homogéneas. Entretanto, comparando as
bandas das suspensdes com concentragdes de HAuCl4 de 2 e 3mmol/L, nota-se que apresentam
pouca diferenga entre si. Um levantamento da banda em comprimentos de onda acima de
750nm, nas amostras mais concentradas, € indicativo de ressonancia longitudinal como no caso
dos nanotubos (AFROOZ et al., 2013). Analises de DLS, potencial zeta e MET foram efetuadas
fornecendo informacdes sobre tamanho, forma, polidispersividade e estabilidade das TrpAuNP.

Estes resultados sdo apresentados na tabela 7 e figura 18.



Figura 17 - Alteragdes dpticas nas TrpAuNP em razdo da concentracdo de HAuCI4- (Diluidas a 20%). a)
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Espectros UV-vis; b) Intensidade de absorbancia, ¢) Largura da banda & meia altura; d) posicdo do A maximo.
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Tabela 7 — Resultados das andlises DLS das TrpAuNP em razéo da concentracdo de HAUCl,

Diametro .
HAuUCI, . o Vol. Potencial Zeta
(mmol/L) Hidrodinamico (%) Pdli (mV)
(nm)
23,28 (+4,75) 17,1
2,0 71,94 (£32,42) 80,4 0,177 +22.5 (£0,83)
1460 (+417,4) 1.8
78,14 (+36,71) 58,4
3,0 0,192 +22,9 (+1,93)
24,69(+6,11) 41,6
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Figura 18 - Imagens de MET e respectivos histogramas de distribuicdo de tamanho das TrpAuNP. a) HAuCl,
2mmol/L; b) HAuCls 3mmol/L.
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Assim como, indicado pelas caracteristicas das bandas plasmonicas das TrpAuNP, as
imagens de MET, indicam que as suspensdes com concentracdo de HAuUCIls 2 e 3mmol/L
apresentam NP esféricas em sua maioria, com diametros médios de 44,3 e 43,3nm
respectivamente, contando ainda com algumas estruturas maiores.

As andlises de DLS (tabela 7), indicam monodispersividade alta, sendo que na
suspensao com menor concentracdo os resultados indicam a presenca de aglomerados,

representados pelas particulas com didmetro médio de 1460nm (1,8% do volume).
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Os valores de potencial zeta (tabela 7), indicam suspensdes com baixa estabilidade,
entretanto, analises dos espectros UV-vis indicam que as TrpAuNP continuam estaveis ap6s 90
dias, pois houve apenas uma pequena reducdo na absorbancia maxima, apresentada na figura
19. As TrpAuNP nestas condicdes apresentam carga superficial positiva, proveniente da

protonacdo do grupo amina do L-Triptofano em meio acido (catidnico).

Figura 19 - Reducéo na intensidade de absorbancia das TrpAuNP apés 90 dias. a) e b) espectros Uv-vis das
TrpAuNp; c) curva de reducdo da intensidade absorbancia. (Diluidas & 20%).
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O sal de ouro dissolve-se facilmente em agua deionizada para resultar em um cation,

como descreve a equacdo 03 (WANG et al., 2009):

Au — Au* (ag)+ e (03)
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A ocorréncia desta reacdo € dada pela equacdo de Nernst ou potencial de redugdo
(equacéo 04):
[Au]

° RT
E=E — 2.303 ?loglom (04)

na qual R € a constante dos gases, F é a constante de Faraday, T é a temperatura absoluta (25 °
C ou 298 K) e E° o potencial do eletrodo padrio para a reagdo (~1,7 V). Tomando o ouro [Au]

como parametro, a equacao 04 se reduz a:
E = 1.7 + 0.059log,,[Au*] (05)

Lembrando que a valéncia do ouro é 3+ e adotando-se E%aus+au=1.50, as equacdes

anteriores podem ser reescritas na forma da equacao 06:
E = 1.5+ 0.0197 log;o[Au3*] (06)

Assim, a oxidacdo do metal ao interagir com o ambiente aquoso é dada pelas reagdes

adiante e seus respectivos potenciais de reducéo (equactes 07 e 08)

Au + 3H,0 S Au(OH)5 + 3H* + 3e~ com E = 1.46 — 0.059pH (07)
Au(OH); S AuO, + H,0 + H* + e~ com E = 2.63 — 0.059pH (08)

As espécies de ouro em solucdo aquosa sdo sempre uma mistura de varios complexos
(figura 20). Diferentes espécies de ouro certamente vdo apresentar diferentes reatividades
quimicas, portanto, quando se emprega a reducdo de HAuCl4 para a sintese de AuNPs, o pH da
solugédo tem influéncia sobre a nucleacdo e crescimento dos aglomerados de ouro. Durante a
hidrolise de [AuCl4] , espécies neutras sdo produzidas através do deslocamento dos ions CI-
(equacdes 3 a 5), perda de prétons pelas espéecies neutras (equacdes 4 e 6) e substituicdo dos
ions Cl pelos ions OH" (equacdes 4 e 6) (WANG et al., 2009).

[AuCl4]” + H20 <> AuClz(H20) + CI (09)

AuCl3(H20) < [AuCl3(OH)] + H* (10)
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[AUCI5(OH)]" + H20 < AuClx(H,0)(OH) + CI (11)
AUCI2(H,0)(OH) <> [AuCl2(OH);] + H* (12)
[AUCI2(OH)2]" + H20 <> [AuCI(OH)s] + CI" + H* (13)
[AUCI(OH)3]" + H20 > [Au(OH)4] + CI + H* (14)

[AuCI(OH)s3] e [Au(OH)4] sdo mais dificeis de serem reduzidos do que as espécies de
[AuCls] e [AuCI3(OH)]". Portanto, quando [AuCls] e [AuClz (OH)]  dominam a especiacao
aquosa de HAUCI,, o processo de nucleacdo prossegue rapidamente, facilitando a formagao
AuNPs pequenas e bem dispersas. No entanto, quando [AuCI(OH)z] e [Au(OH)4]  dominam a
especiacao, o processo de nucleacdo prossegue lentamente e o crescimento das AuNPs ocorre

adequadamente, o que conduz a formacéo de colbdides maiores de ouro.

Figura 20 - Estudo de espécies reativas de ouro (I11) sob condi¢Bes experimentais.
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O L-Triptofano em agua apresenta-se neutro (pH =7,5); ao reagir com o0 ouro idénico
formando TrpAuNP o pH final foi de =2,8. A formacdo de nanoparticulas ocorre por um
processo redox, no qual o triptofano sofre oxidagédo na presenca de ouro idnico, reduzindo Au®*
em Au’. A oxidagdo do aminoacido e a reducdo do ouro levam a presenca de uma grande

quantidade de H* no meio resultando em soluc6es acidas (MATOS, 2014).
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Embora ja relatado que o pH &acido é mais favoravel para a redugdo do ouro iénico
(WANG et al., 2009), e esta afirmacdo tenha sido comprovada experimentalmente no presente
estudo, resultando em TrpAuNP esféricas com alta estabilidade, suspensées com pH proximo
ao fisiologico ampliam as possibilidades de aplicacfes das NPM, principalmente nos campos
da medicina e farmacia (MATOS, 2014; MUKHA et al., 2016), portanto, julgou-se necessario
um estudo de ajuste da acidez do meio.

Para esta analise, o pH das TrpAuNP ja reduzidas foi ajustado com a adi¢cdo de NaOH
gota a gota, tornando o meio neutro (6<pH<8) e basico (9<pH<12). Apos este ajuste, analises
de espectrofotometria UV-vis, DLS e potencial zeta foram novamente efetuados e séo

apresentados na figura 21 e tabela 8.

Figura 21 - Espectros UV-vis das TrpAuNP em razdo do pH. (Diluidas a 20%).
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Tabela 8 - Resultados das analises DLS das TrpAuNP em razdo da acidez do meio.

Diametro Potencial
(anﬁléﬂf) Meio Hidrodinamico \{)ZI' Pdl Zeta
(nm) (mV)
2058 (+811,4) 62,5
Neutro 5029 (£732,) 11,9 0,790 -31 (+0,55)
2.0 205 (+43,39) 2,2
o 1832 (+796,9) 89,2
Basico 5023 (+733.6) 10,8 0,348 -30,9(x0,70)
1276 (+274,5) 97,9
Neutro 5577 (+586.8) 1,0 0,461 -35,6 (+0,57)
3,0 68,11 (+11,85) 1,1

Basico 1785 (+860,5) 100 0,238 -27,9 (+1,13)
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Observa-se significativa reducdo da intensidade de absorbancia das TrpAuNP, além do
deslocamento do Amax para comprimentos de onda maiores, e alargamento da banda em pH
elevado. Estas caracteristicas também sdo indicadas nos resultados das analises de DLS: houve
um intenso aumento do DH, com alto valor de desvio padrdo, que pode ser proveniente da
presenca de particulas de formatos ndo-esféricos ou da sua agregacdo; o aumento da
polidispersividade também foi observado em pH elevado. Os pHs neutro e basico aumentaram
o valor de potencial zeta, conferindo carga negativa as particulas, resultante da desprotonacéo
do grupo carboxila do triptofano em sua forma anidnica. Neste caso, apés a alteracdo de pH
[AuCI(OH)3]" e [Au(OH).]- dominam a especiagdo, 0 que conduziu a formacdo de coloides
maiores de ouro.

No estudo apresentado por Matos (MATOS, 2014), o autor relata a adicdo de NaOH
apos a reducdo das TrpAuNP, aumentando o valor de pH do meio, com o objetivo de melhorar
a estabilidade das suspensdes e evitar a reagdo com o polimero do tubo eppendorf, utilizado
para seu armazenamento. Embora o autor ndo indique se houveram alteracGes nos espectros
UV-vis apo0s o ajuste, a razdo molar L-Trp:HAuCI,4 utilizada foi de 5,48:1. Diante deste
resultado, no presente estudo foi efetuada uma analise do comportamento dos espectros UV-vis
de TrpAuNP preparadas com concentragdes mais altas de L-triptofano, fixando a concentragédo
de HAUCIs em 2mmol/L. Apos a reacdo, o meio foi ajustado para neutro e basico com adicdo
de NaOH. Observa-se que, quando se aumenta a concentracdo de L-triptofano para 9mmol/L e
ajusta-se o pH para basico (pH = 10,05), obtém-se apenas uma pequena reducéo na intensidade
de absorbancia, em relacdo as TrpAuNP preparadas com a mesma concentracao antes do ajuste,
¢ ndo ha alteragdo na posigdo do Amax (figura 22). Analises de DLS indicam particulas com DH
distribuidos em dois picos: 70,5% do volume com 72,4nm (z 29,85) e 29,5% com 415,5nm (+
216,5), sendo o segundo possivelmente atribuido a areas com aglomerados de particulas ou
particulas de formatos ndo esféricos. O Pdl das TrpAuNP nestas condi¢des foi de 0,358; e 0
potencial zeta -29,6mV (+1,67). Imagens de MET (figura 23), apresentam particulas com
didmetros médios de 52nm, esféricas em maioria e com alguns aglomerados, justificando a
assimetria da banda plasmonica. Apds 24hs, o pH diminuiu e estabilizou-se em =7,63(x1),
portanto, 0 aumento da razdo molar L-Trp/HAuUCIls pode ser uma alternativa quando ha a
necessidade de solugdes com pH préximo ao neutro.
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Figura 22 - Espectro UV-vis das TrpAuUNP com razdo L-Trp:HAuUCI, 4,5:1 (Diluidas a 20%).
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Figura 23 - Imagens MET e histograma de distribuicdo de tamanho das TrpAuNP com raz&o molar L-
Trp:HAUCI, 4,5:1 apds ajuste de pH.
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A andlise da reprodutibilidade do método ocorreu conforme descrito no item 3.2.6.
Foram utilizadas 4 amostras de TrpAuNP, preparadas em diferentes momentos ao longo do
desenvolvimento do projeto, utilizando as concentragOes de L-Triptofano 3mmol/L e HAuCl4
2mmol/L. A variagéo de cerca de 1% na posi¢éo a banda (fig. 24 a) e 11% na intensidade de

absorbancia (fig 24 b) indicam que o método apresenta alta reprodutibilidade.
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Figura 24 - Analise de reprodutibilidade das TrpAuNP. a) variacdo na posi¢do da banda plasménica; b) variacdo
na intensidade de absorbancia.
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Quanto ao mecanismo de oxidagdo do triptofano para redugdo do ouro idnico, uma
anélise de estudos anteriores (MUKHA et al., 2016) onde foram utilizados procedimentos
semelhantes foi necessaria, na qual os autores relatam uma modificacdo na estrutura quimica
do triptofano com a ligacdo da molécula a superficie do ouro pelo &tomo de nitrogénio do grupo
amina do radical indol.

Foi proposto que a conversédo do triptofano em um sistema TrpAu, passa pela via da
quinurenina (figura 25), atribuindo esta concluséo, inicialmente, a alteracbes na banda de
absorc¢ao do triptofano na regido do UV apds a reacdo: a absorcdo observada em comprimentos
de onda de = 270nm, que surge devido a excitacao de transi¢do n-n* da parte indol da molécula,
apresenta alterac@es, indicando a quebra de ligagdes no anel indol. O outro produto possivel da
oxidagdo do triptofano seria a serotonina, porém, esta mantém o anel indol na molécula, ndo
havendo mudancas significativas no perfil de absorcdo. Através destes resultados e analises
adicionais por outras técnicas de caracterizagdo, o autor obteve espectros de massa dos sistemas
TrpAu e de moléculas individuais de triptofano, na qual a anélise dos dados permitiu confirmar
gue o mecanismo de conversédo do triptofano ocorre pela via da quinurenina e que a oxidacao
mais completa se d& em meio 4cido. Como j& citado na introducdo, Selvakannan e
colaboradores (SELVAKANNAN et al., 2004b) observaram resultado semelhante na alteracdo
da banda plasmbdnica do triptofano antes e apds a formacéo de TrpAuNP e atribuiram a reducéo

do ouro ibnico por modificagdes no grupo indol.
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Figura 25 - Estruturas moleculares do a) L-Triptofano e da b) Quinurenina.
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Analisando a regido entre 200 e 300nm do espectro de absorcdo das TrpAuNPs
sintetizadas no presente estudo, e comparando-o com o espectro do triptofano, antes da reacao,
apresentados na figura 26, podemos observar comportamento semelhante ao relatado nos
estudos citados, indicando que 0 mesmo mecanismo de oxidacdo do triptofano para redugdo do

ouro idnico pode ser atribuido.

Figura 26 - Regido UV do espectro do Triptofano e das TrpAuNP. (Diluidas a 20%).
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A analise de espectrofotometria de emissdo, apresentada na figura27, mostra a reducao
da fluorescéncia do triptofano (observada em comprimentos de onda =350nm, excitando a

amostra a 280nm), quando as TrpAuNP sdo formadas, indicando que neste processo ha
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alteracdo da estrutura do triptofano. Esta reducdo é mais pronunciada quando h& aumento da
concentracdo de HAUCI..

Uma vez que a reducio do Au®" depende de trés elétrons, e uma molécula de triptofano
pode perder até quatro elétrons por oxidagdo direta pelo mecanismo proposto (MUKHA et al.,
2016), ha a necessidade de maiores concentracdes do aminoacido em condi¢cBes menos

favoraveis para reducédo do ouro iénico.

Figura 27 - Supresséo da fluorescéncia do triptofano na presenca de TrpAuNP.
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Na fig. 28 ¢ apresentado o espectro no IR das TrpAuNP produzidas em comparag¢do com
0 espectro do triptofano puro. S&o observadas as bandas tipicas para os grupos carboxila (1664
cm?, 1413 cm ™) e a-Amina (1592 cm™1, 1450 cm™2), bem como os modos atribuidos aos anéis
de pirrol e benzeno (1461 cm™, 1357 — 700 cm— 1) (PAJOVIC et al., 2015). Na presenca das
nanoparticulas, ha uma mudanca nas bandas que pertencem a uma ampla faixa espectral entre
1150 ¢ 800 cm— 1. Estas bandas originam-se principalmente dos modos de flexdo C-H do grupo
indol, mas também a partir das vibragdes de alongamento do C-C e C-N no pirrol. A tabela 9

apresenta detalhes.



Figura 28 - Espectros FTIR do L-Triptofano e TrpAuNP.
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Tabela 9 - Bandas nos espectros FTIR do L-Triptofano e TrpAuNP.
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L-Triptofano TrpAuNP Modo
745 745 RH(R)
804 * RCOO", RCH>
850 * BH (R)
865 872 BNHs*, BNCC
919 * RCH>
987 * BH (R)
1008 1006 VCN, BNH3*
1099 1096 BH(r)
1159 * vCC
1232 1232 RCH, VR
1317 * RCHa, vr
1354 1350 RCH
1415 1413 vsCOO"
1461 1461 RSNH3*
1592 1592 RasNHz"
1664 1664 vasCOO

v: alongamento; B: flexdo; s: deformacdo simétrica; as: deformacdo assimétrica; R: anel benzeno; r: anel

pirrol; *, modo no observado. Adaptado de (PAJOVIC et al., 2015)

4.1.1.2 Nanoparticulas de prata e L-Triptofano — TrpAgNP

Os espectros UV-vis das TrpAgNP sdo apresentados na figura 29 a. As solugdes foram

preparadas como descrito no item 3.1.3. Para facilitar a apresentacédo dos resultados, as amostras

foram numeradas em ordem crescente, de acordo com a concentracdo de AgNOs utilizada, e

estdo sumarizadas na tabela

10.



Figura 29 - a) Espectros UV-vis das TrpAgNP; b) Variacdes nas caracteristicas das bandas plasménicas.

Tabela 10 - Concentracdes de AgNO;s utilizadas no preparo das TrpAgNP.

Nome (rﬁgmlgf/)i)
TrpAgl 0,3 (+0,01)
TrpAg 2 0,5 (+0,01)
TrpAg 3 1,0 (+0,01)
TrpAg 4 2,0 (£0,01)

Concentracfes de AgNO; conforme tabela 10 (Diluidas a 20%).
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Pode ser observado nas figuras 29 a e b, que a suspensdo nomeada TrpAgNP 2 (razéo
molar L-Trip:AgNOs 6:1), exposta a lampada de xendnio durante 10 minutos, apresenta maior
intensidade de absor¢édo; banda plasmonica mais simétrica; e com Amax€m menor comprimento
de onda (com excecdo da TrpAu 1), indicando que estas condigfes resultaram em uma
suspensdo mais homogénea, mais concentrada, e as particulas presentes estdo entre as com
menores diametros. Imagens de MET (figura 30 b), confirmaram que nestas condicdes, estdo
presentes nanoparticulas de prata esféricas com diametros médios de =18,5nm, com
distribuicdo de tamanho apresentada no histograma na figura 31. Nas imagens das suspensoes
preparadas com as demais concentragdes, também com tempo de iluminagdo de 10 minutos
(figura 30 a, ¢ e d), observa-se que as suspensdes sdao mais polidispersas e com muitos
aglomerados, principalmente nas com maiores concentracdes do metal, assim como indicado
pelas caracteristicas de suas bandas plasmonicas. E possivel observar também particulas de

formatos ndo-esféricos, além de algumas estruturas formadas por aglomerados de particulas.
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Figura 30 — MET das TrpAgNP iluminadas 10 minutos com diferentes concentra¢des de AgNOs (mmol/L).
a)0,3; b)0,5; ¢) 1,0; d)2,0
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Figura 31 - Distribui¢do de tamanho das TrpAg 2 (Xe 10”).
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Assim como nas TrpAuNP, as solugdes foram preparadas com o L-Triptofano em sua
forma neutra (pH =7,5). Ao adicionar o0 AgNOs e expor as solugdes a luz, foram observadas
pequenas alteracdes na acidez do meio, sendo que, 0 aumento na concentra¢do de AgNOs levou
a menores valores de pH, porém, com exce¢do da suspensdo mais concentrada e com maior
tempo de exposicao, as demais mantiveram o valor de pH entre 6 e 7,5, ou seja, continuaram
em sua forma neutra. A variacdo de pH observada ap6s cada tempo de exposicdao a lampada

esti sumarizada na tabela 11.

Tabela 11 - Variacdo do pH das TrpAgNP apds irradiagéo.

Xenonio

Nome (minutos) pH
0 711

5 7.46

TrpAgl 10 7.42
15 753

0 6,77

5 6,77

TIPAG2 10 7.37
15 7.43

0 6.80

5 5.98

TrPAg3 10 6,04
15 6,32

0 6,25

5 6,48

TrpAgd 10 5,20

15 4,30
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A possibilidade de sintetizar nanoparticulas de prata com boa estabilidade em meio
neutro favorece sua aplicacdo, entretanto, sabendo que a oxidacdo do triptofano é mais
favoravel em sua forma aniénica (HARRIMAN, 1987), um estudo do ajuste do pH, com adicédo
de NaOH tornando o0 meio basico, antes e apds a iluminacéo foi efetuado. Algumas alteracdes
nos parametros das bandas plasménicas foram observados, entretanto, estas ndo justificam a
adicdo desta etapa ao processo, visto que em meio neutro jA se observam resultados
satisfatorios, e estas condi¢Ges sdo favoraveis a uma maior variedade de aplicagdes. Ja foi
relatado que o nimero de coordenagdes do triptofano com a prata aumenta com o aumento do
pH, partindo de uma solucéo &cida (pH=3,02) e estando saturado em pH 7,05 (YOU; ZHANG,
2008). Todos os espectros UV-vis obtidos nesta etapa encontram-se no apéndice B; a figura 32
apresenta as alteragdes observadas ap6s o ajuste de pH, considerando diferentes parametros das

bandas UV-vis das TrpAgNP, expostas a lampada de xendnio por 10 minutos.

Figura 32 -Variagoes nas TrpAgNP (Xe 10°) em razéo do pH. (Diluidas a 20%). a) Intensidade de absorbancia;
b) posicdo do Améx.; c) largura a meia altura.
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N&do se observa a banda plasmonica caracteristica das AgNP nas suspensdes nao
expostas a lampada, mesmo apés tornar o meio basico (apéndice B), indicando que para a
formacéo de TrpAgNP nestas condicdes, € necessaria a iluminagdo/aquecimento: a aplicacédo
de um campo elétrico nas moléculas gera um momento dipolo, aumentando sua polarizabilidade
que faz com que esta oxide mais facilmente, ou seja, tenha maior tendéncia a doar elétrons.
Devido ao baixo potencial de reducdo de Ag* (0,8V), a luz é necessaria para catalisar a reacéo
redox entre 0 metal e 0 aminoacido aquecendo e fornecendo fotons a solucdo (MATQOS, 2014).

Diante destes resultados, a suspensédo coloidal nomeada TrpAg2, iluminada durante 10
minutos e em meio neutro (sem ajuste de pH), foi considerada ideal entre as condig¢des testadas.

Analises de DLS foram efetuadas e quanto a distribuicdo de tamanho foram obtidos trés
picos que indicam didmetros muito superiores aos observados na MET (figura 30 b). Estes
valores estdo apresentados na tabela 12.

A discordancia dos valores de tamanho obtidos com o DLS e com o TEM pode ser
causada por dois fatores principais. O DLS é uma técnica que permite a determinacéo indireta
do raio hidrodindmico das particulas em suspensdo. Portanto, caso haja agregados de
nanoparticulas se difundindo no fluido, eles serdo detectados como sendo uma Unica particula
maior. Outra possivel razdo para essa diferenca, € que a intensidade do espalhamento Rayleigh
por uma particula esférica é proporcional ao seu diametro na sexta poténcia. Assim, o DLS
detectara a influéncia das particulas maiores com uma intensidade bem elevada, revelando uma

distribuicdo na qual ha uma maior frequéncia relativa de particulas grandes.

Tabela 12 - Resultados de DLS e Potencial Zeta das TrpAg 2 Xe 10'.

Diametro Vol Potencial
Hidrodindmico % )' Pdl Zeta
(nm) (mV)

1288 (+437,4) 93,4
237,7 (+78,26) 5,2 0,504  -27,6 (x0,5)
5201 (£724,2) 1,4

O potencial zeta proximo a 30mV (tabela 12) indica uma suspensdo com boa
estabilidade. Analises dos espectros UV-vis obtidos 90 dias ap6s a sintese confirmam este
resultado, visto a reducdo na intensidade de absorbancia 90 dias apos a sintese foi de apenas
14%, indicado na figura 33.
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Figura 33 - Intensidade de absorbancia das TrpAg 2 (Xe 10". 30 e 90 dias apds a sintese.
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No estudo publicado por Matos (MATOS, 2014), sdo definidas como condic¢des 6timas
para a sintese de TrpAgNP, concentracdes iguais de L-Triptofano e AgNO3 (2mmol/L), com 2
minutos de exposicdo a lampada de xendnio, entretanto, relata que TrpAgNP sdo formadas a
partir de 30 segundos.

Com base na distribuicdo de Boltzmann, que relaciona a energia média de moléculas

em um meio com a temperatura, através da equagao 15:

E=k.T (15)

em que E ¢ a energia (J); k é a constante de Boltzmann (1,38.102J/K) e T é a temperatura (K),
0 autor concluiu que a energia das moléculas na temperatura do meio apés 30 segundos de
exposicdo a lampada é de 4,181.10°%! J, ou seja, é a energia minima necessaria para facilitar a
formacéo de dipolo e populagdo dos niveis energéticos superiores do triptofano, levando a sua
oxidacdo e formacdo das nanoparticulas. Através de uma curva criada com a variacdo de
temperatura e energia convertida para as moléculas, com aumento do tempo de iluminagéo, o
autor conclui, também, que a iluminac&o aplicada ndo é linearmente convertida em energia para
as moléculas, resultado da diminui¢do da concentracdo de aminoacido no meio (menor absorcao
de fotons). No tempo definido pelo autor como ideal (2 min.), esta energia é de 4,457.10°%1J.
No presente estudo, a concentragdo de reagentes utilizada foi diferente, podendo
influenciar na variacdo de temperatura, logo, 0 mesmo calculo foi aplicado e a energia das
moléculas ap6s 10 minutos de exposicdo & lampada foi de 4,653.102% J, proxima a encontrada

pelo autor nas condicdes consideradas ideais.
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A andlise de reprodutibilidade (conforme item 3.2.6), indica que de acordo com as
caracteristicas das bandas plasmonicas de 5 amostras de TrpAg 2 Xe 10°, particulas de
tamanhos semelhantes foram obtidas, devido a variacdo de cerca de apenas 2% na posi¢ao do
A maximo (fig 34 a), entretanto, a variacdo na intensidade de absorbancia mostra que a

concentracdo de TrpAgNP obtida foi menor em algumas amostras (fig. 34 b).

Figura 34 - Analise de reprodutibilidade das TrpAg2 Xe 10'. a) variagdo na posi¢do da banda plasmédnica; b)
variacdo na intensidade de absorbéancia.
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Espectros de infravermelho do L-Triptofano (figura 35 A), e das TrpAg 2 Xe 10’ (figura
35 B), foram analisados para identificar grupos funcionais envolvidos nos processos de sintese.

No L-Triptofano, observa-se a presenga de uma banda forte em 3404cm™ e duas bandas
entre 3090 e 2980cm™, correspondentes respectivamente ao modo de vibragido N-H do anel
indol ao alongamento simétrico e assimétrico do grupo amina. A deformacéo angular do grupo
NH;" foi observada em 1592cm™ e as bandas correspondentes ao alongamento simétrico e
assimétrico do grupo COO" livre em 1664 e 1415cm™. No espectro das TrpAgNP as bandas
atribuidas ao alongamento simétrico e assimeétrico do grupo amina ndo sdo observadas, assim
como houve um deslocamento nos modos de alongamento do grupo COO", indicando que ha
uma coordenacgdo destes grupos funcionais com a Ag*. Resultado semelhante ja foi reportado
(BIAN et al., 2013), onde com base nos resultados de FTIR e RMN o autor sugere a
complexacdo do triptofano com a prata através de um dos atomos de oxigénio do grupo

carboxila e o &tomo de nitrogénio do grupo amina.
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Figura 35 - Espectros FTIR de a) L-Triptofano; b) TrpAg 2 Xe 10'.
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Os espectros de emissédo (figura 36), mostram a reducéo da fluorescéncia do triptofano
na presenca das TrpAgNP (exc. 280nm), indicando que neste processo ha
consumo/modificacdo do aminoéacido. A supressdo da fluorescéncia é mais pronunciada nas
suspensdes com maiores concentracdes de AgNOs, sendo possivel observar também, um
deslocamento da banda de emissdo para comprimentos de onda menores. Zhang e
colaboradores (YOU; ZHANG, 2008) também relataram o deslocamento para o azul e a
supresséo da fluorescéncia do triptofano ao formar um complexo com a prata, concluindo que
a coordenagdo ocorre através do 4&tomo de nitrogénio do anel indol do aminoécido, pois sua
modificacdo resulta na reducdo da fluorescéncia, 0 que ndo ocorreria se a coordenacdo
envolvesse apenas o0s grupos carboxila e amina. Outros estudos (MUKHA et al., 2016;
SELVAKANNAN et al., 2004b) também reportaram a modificacdo do triptofano para
formacdo de um sistema Trp-Ag onde a conversdo do aminoécido em tal sistema passa pela via

da quinurenina.

Figura 36 — Espectros de emissdo das TrpAgNP.
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4.1.1.3 Discussao

A formacdo de nanoparticulas foi possivel por um processo redox, na qual o triptofano
oxida na presenca do metal idnico e luz/aquecimento, reduzindo Au® em Au® e Ag* em Ag°,
formando atomos neutros. Estes atomos colidem e formam um ndcleo estavel (processo de
nucleacdo), seguido pelo crescimento, onde mais &tomos colidem e formam particulas maiores,
que se estabiliza com o esgotamento dos ions metalicos na solugéo, ou pelo recobrimento das
particulas.

A reducdo do ion metélico, ocorre atravées da doacdo de elétrons pela espécie oxidada,
sendo que cada espécie quimica apresenta um potencial de redugdo préprio, ou seja, uma
tendéncia maior ou menor de receber estes elétrons. Quanto maior o potencial de reducdo, maior
é a tendéncia da espécie em ganhar elétrons (reduzir). No caso do ouro e prata, 0 Au** tem um
alto potencial de reducdo (1,5V), enquanto na Ag* este potencial ndo é muito alto (0,8V), o que
justifica a necessidade de exposi¢do a lampada de Xendnio para a formagéo das TrpAgNP, por
um processo de reducéo fotoinduzida. A ampla faixa de emisséo da lampada de xendnio aquece
a solucdo, e possibilita alteracfes nos niveis energéticos do triptofano, levando a uma maior
polarizabilidade, mesmo que momentanea. Uma maior polarizabilidade esta diretamente
relacionada com a tendéncia da espécie em doar elétrons, ou seja, oxidar. Entretanto, como ja
relatado em estudos anteriores, o0 prolongamento do tempo de exposi¢do das suspensdes a
lampada com consequente aumento de temperatura e de energia das moléculas, pode levar a
sua agregacdo ou a formacéo de particulas maiores (MATQOS, 2014).

Quanto a concentracdo do precursor metalico, resultados inversos sao observados de
acordo com a espécie metélica utilizada: concentrages mais altas melhoram as caracteristicas
das nanoparticulas de ouro, enquanto nas de prata, embora mais nanoparticulas sejam formadas,
0 aumento da concentracao do sal metalico resulta em sua aglomeracao.

Como jé relatado, o triptofano pode ionizar em meio acido ou basico, entretanto, o ouro
ibnico tem maior tendéncia a reduzir em pH baixo, e a presenca de ions Na* pode levar a
aglomeracéo das particulas, quando se utiliza um redutor fraco como o triptofano (WANG et
al., 2009; YOU; ZHANG, 2008). Os ions H" liberados no meio pela hidrélise do HAuCl. e pela
oxidacdo do triptofano na presenca do ion metalico, resultam na acidificacdo da solucéo e na
reducéo quase imediata dos fons Au®* em Au®, com formacéo das TrpAuNP. Este resultado é
bastante satisfatério, uma vez que € possivel obter nanoparticulas de ouro esféricas, estaveis
por mais de 90 dias, por um processo que envolve apenas uma etapa e em tempo muito reduzido.

Por outro lado, solugbes acidas restringem as aplicacfes do nanomaterial. Como alternativa,
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aumentou-se a razao molar L-Trp:HAuCl,4 para 4,5:1(L-Trp.9,0/HAuCls 2 mmol/L), permitindo
elevar o pH para valores proximos ao neutro, sem prejuizo da estabilidade da suspensao.

Quando a espécie metalica utilizada € a prata, estudos anteriores indicam que a reducao
é mais favoravel com o triptofano em sua forma anibnica, entretanto, os processos relatados
dependem de longos periodos de aquecimento, adicdo de outros redutores quimicos, ou
envolvem vérias etapas (CARVALHO et al., 2013; MUKHA et al., 2016). Diferentemente do
observado com as TrpAuNP, a oxidacdo do triptofano, neste caso, nao resulta na acidificacdo
da solucdo, apenas quando se aumenta a concentragdo do metal, porém menos pronunciada. A
adicdo de NaOH tornando o meio baésico, resultou em poucas alteracbes nas bandas
plasmonicas, e o0s resultados satisfatdrios obtidos em meio neutro, com formacdo de
nanoparticulas esféricas com estabilidade de cerca de 90 dias e alta monodispersividade,
indicam que o ajuste de pH neste caso é dispensavel.

As alteragdes nas bandas de absor¢do na regido do UV do triptofano, além da supresséo
da fluorescéncia do aminoacido apds a formacédo das TrpAgNP e TrpAuNP, indicam que nos
dois casos ha modificacdo na sua estrutura quimica, mais especificamente no anel indol, regido
portadora de elétrons. A supressdo da fluorescéncia é mais pronunciada na formacdo de
TrpAuNP, uma vez que este depende de trés elétrons para ser reduzido enquanto a Ag*, apenas
um.

De modo geral, considera-se que este objetivo foi atingido de forma bastante
satisfatoria, visto que foi possivel sintetizar nanoparticulas esféricas em maioria, com alta
estabilidade e monodispersividade, através de processos rapidos, simples, de baixo custo e com
bom rendimento.

O L-Triptofano foi mais eficiente na sintese de nanoparticulas de ouro, uma vez que a
reacao foi imediata sem necessidade de exposicdo a lampada de xendnio.

A tabela 13 sumariza as condi¢6es de sintese consideradas ideais entre as testadas neste

processo e as principais caracteristicas das TrpAuUNP e TrpAgNP obtidas.

Tabela 13 - Condig0es ideais para sintese de TrpAuNP e TrpAgNP e suas principais caracteristicas.

Sal metal. L-Trip. Meio Xe. Diametro Médio Pdl Potencial Zeta
(mmol/lL)  (mmol/L) (min) (nm) (mV)
TrpAuNP 2,0 3,0 Acido 0 44,3(6,7) 0,177 +22,5

TrpAgNP 0,5 30 Neutro 10 18,5(x9,6) 0,504 -27,6
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4.1.2 Sintese de Nanoparticulas de Prata (McAgNP) e Ouro (McAuNP) Através do Extrato
Aquoso de Folhas de Mimusops coriacea (A. de Candolle) Mig.

4.1.2.1 Nanoparticulas de prata e extrato de Mimusops coriacea— MCAgNP

A primeira etapa do estudo nas variagdes das condicOes de sintese através do extrato de
Mimusops coriacea, se trata da analise da concentracdo do AgNOs. O preparo foi efetuado
como descrito no item 3.1.4.

Observou-se o inicio da mudanca de cor das solucBes apds aproximadamente 10
minutos, passando de amarelo-esverdeado claro do extrato (figura 37 a) para coloragdes entre
amarelo translicido a marrom escuro (figura 37 b), sendo mais intensa em maiores
concentracBes de AgNOaz. As analises de espectrofotometria UV-vis comprovaram a presenca
de nanoparticulas prata a partir da concentracdo de AgNOz 1mmol/L (figura 38), devido a
presenca de banda plasmoénica em A=420nm. A absorbancia tornou-se mais intensa com o
aumento da concentracdo do metal na solucdo, saturando em 2mmol/L, uma vez que pouca
alteracdo foi observada com o aumento da concentracdo. A variacdo da intensidade de
absorbancia em razdo do tempo de reacéo foi analisada: a reacdo se inicia imediatamente com
expressivo crescimento até 30 minutos, continuando em crescimento mais lento até 60 minutos

quando parece estabilizar-se (figura 39).

Figura 37 - Coloracéo das solugdes em razdo da concentracdo de AgNQs. a) Extrato (5,0g) antes da reagdo. B)
Apds 60 minutos de reagdo. Da esquerda para a direita, maior concentragdo de AgNOs;,

0,5 mmol/L — Immol/L — 2mmol/L — 3mmol/L
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Figura 38 - Espectros UV-vis das McAgNP em razdo da concentra¢do de AgNOs (mmol/L). (Diluidas a 5%).
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Figura 39 - Curva de intensidade de absorbancia em razéo do tempo de reacdo da suspensdo preparada com
2mmol/L de AgNO3 (Diluida a 5%).
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Os dados foram ajustados através de uma curva de crescimento pela equagéo 16:

y=Al + (A2 — A1) / (1 + 107((LOGX0-X)*p)) (16)

Onde LOGXO0 € o valor de concentracdo quando a resposta esta a meio caminho entre
parte inferior e superior.

O extrato apresenta pH =6,5, ap0s a reacdo com 0 AgNQO3 a solucdo torna-se levemente
acida. Antes de cada medida de espectrofotometria UV-vis da etapa seguinte, o pH das
suspensodes foi ajustado pela adigdo de NaOH, para valores proximos ao neutro (6,5<pH<7,5),

¢ basico (9,5<ph<11). Para melhor visualizar os resultados, as suspensdes foram numeradas de
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acordo com volume do material vegetal e concentracdo do AgNOs3, e estdo sumarizadas na

tabela 14, com seus respectivos valores de pH antes e ap0s cada ajuste. As figuras 40 a, bec

apresentam os espectros UV-vis antes e ap0s cada ajuste de pH respectivamente.

Tabela 14 - Variac6es no preparo das MCAgNP.

Folhas de oH oH oH
Nome M.c. AGNOs G ivial  ajustel  ajuste 2
(mg/mL)  (mmoliL) ') (J+ 0.1) (J+ o)
(£ 2mg) - - -
McAg 1 25 1 5,83 6,92 10,10
McAg 2 25 2 5,90 7,45 10,21
McAg 3 50 1 5,40 7,39 9,80
McAg 4 50 2 5,05 6,78 10,76
MCcAg 5 100 1 5,30 7,16 9,87
McAg 6 100 2 5,32 6,99 10,54

Figura 40 - Espectros UV-vis das McAgNP (Diluidas a 5%). a) pH inicial 5 a 6; b) pH 6,5a7,5; c) pH 9 a 11.
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No geral, observa-se aumento significativo na intensidade de absorbancia das TrpAgNP
apos o ajuste de pH, além de um pequeno deslocamento para o azul do Amax € estreitamento da
banda. Pouca diferenca foi observada entre as suspensées em pH neutro e basico, entretanto,
24hs apds o ajuste, houve uma redu¢do no pH das suspensdes ajustadas para pH>9,5,
possivelmente pela liberacdo de ions H" no meio durante o processo de oxidagdo de compostos
presentes no extrato. O pH final destas solugdes em média foi de 7,6 (£0,3). Esta reducédo de
pH néo foi observada nas suspensdes com pH ajustado entre 6,5 e 7,5.

Observa-se que extratos preparados com menor volume de material vegetal sdo
favoraveis, visto que os melhores resultados foram obtidos desta forma e, ao aumentar a
concentracdo do extrato para 100mg/mL, ndo se observa a banda plasmonica caracteristica das
nanoparticulas de prata. Em contrapartida, 0 aumento da concentracdo de AgNO3z na solucéo
leva a suspensdes coloidais mais concentradas.

Em estudos anteriores, sobre a sintese de AgNPs com extratos vegetais, foi relatado
gue menores raz0es extrato/prata favorecem a reacdo, além de indicar o ajuste de pH como fator
determinante para reducdo dos ions metalicos, para o controle de tamanho e estabilidade das
nanoparticulas, sendo que a maioria dos relatos indica o pH neutro ou levemente basico como
ideal (MASHWANI et al., 2015b; RAJESHKUMAR; BHARATH, 2017). Diante destas
afirmagOes e dos resultados observados experimentalmente, a suspensdo nomeada como
McAg2 foi selecionada para as etapas seguintes de caracterizacao.

Foram analisadas as varia¢des na intensidade de absorbancia em razdo do aumento do
pH (figura 41 a e b), na qual observou-se intenso aumento apds o primeiro ajuste (51%), seguido
por um aumento menos pronunciado nos pHs 9,1(15%) e 10,7 (9%), onde ocorre uma saturag&o.

Assim como relatado anteriormente, o pH das suspensdes 24hs apds o ajuste, apresenta
valores menores, estabilizando-se em pH =7,5. Efetuou-se entdo, uma nova analise, desta vez
ajustando o pH da suspenséo para =7,5 logo apos a adicdo do AgNO3 ao extrato, observando as
alteracBes na intensidade de absorbancia em razdo do tempo de reagdo (figura 41 c e d). A
reacdo inicia-se tdo logo o pH é ajustado, com um aumento de 21% apds 30 minutos, onde
estabiliza-se e apresenta um pequeno aumento apos 24hs (8%), mantendo-se estavel.

Analises de DLS apresentadas na tabela 15 indicam que a suspensdo McAg 2 (pH =7,5),
tem monodispersividade alta, entretanto, conta com alguns aglomerados. Os valores de
potencial zeta proximos a -30mV indicam boa estabilidade e carga superficial negativa, levando
a repulséo eletrostatica das particulas. A estabilidade das McAgNP pbde ser comprovada
através de espectros UV-vis (figura 42), que apresentam apenas uma discreta reducdo na
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intensidade de absorbancia (8%) e leve alargamento na banda plasménica (20%) mesmo 180

dias ap0s o preparo. Imagens de MET (figura 43) confirmam a presenca de nanoparticulas

esféricas em sua maioria, com diametros médios de 15nm.

Figura 41 - Espectros UV-Vis e curva de intensidade de absorbancia das McAg 2 (diluidas a 5%). a) e b) em
razdo do pH; ¢) e d) em razdo do tempo de reacéo.
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Tabela 15 - Resultado das andlises de DLS da McAg 2 (pH ~7,5).

_ D_ié[nej[ro Vol. Pdl Potencial Zeta
Hidrodindmico (nm) (%) (mV)
95,89 (£59,42) 59,7
1230 (+395,0) 6,7 0,239 -28,0 (x0,43)
27,53 (£5,45) 33,0
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Figura 42 — Espectros UV-vis das McAg 2 ph ~7,5 — ap6s 90 e 180 dias. (Diluidas 5%).
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Figura 43 - Imagens MET e histograma de distribuicdo de tamanho das McAgNP 2 pH ~7
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Visto que o agente redutor dos ions metalicos neste processo, trata-se de um material
natural, susceptivel a variagdes de acordo com o clima e estagio de desenvolvimento, para
andlise de reprodutibilidade foram observados os espectros de 3 suspensdes preparadas durante
0 periodo chuvoso e 2 durante o periodo de clima seco, de McAg 2 pH~7,5. Folhas colhidas no
periodo seco foram lavadas, picadas e congeladas em tubo Falcon por 5 meses, quando foram
preparados o extrato e uma nova amostra. A figura 44 indica caracteristicas semelhantes em
todas as condicdes.
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Figura 44 - Anélise de Reprodutibilidade da McAg 2 pH~7,5 a) intensidade de absorbancia; b) posicdo Amax.
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Os resultados obtidos confirmam que a suspensdo nomeada McAg 2 com ajuste do meio
para neutro a levemente bésico, sdo as condicdes ideais entre as testadas para a obtencédo de
nanoparticulas de prata através do método proposto. Estes resultados sao bastante satisfatorios,
uma vez que suspensdes com valores de pH proximos ao neutro, ampliam as possibilidades de
aplicacbes do nanomaterial e o procedimento para sua obtengdo é rapido, simples e com alto
rendimento.

Para contribuir com a elucidacdo dos compostos presentes no extrato aquoso de
Mimusops coriacea, e seu papel na sintese das nanoparticulas de prata, resultados obtidos por
espectroscopia de absor¢do UV-vis, fluorescéncia e FTIR foram analisados e comparados a
estudos anteriores.

O espectro de absorcdo UV-vis do extrato de Mimusops coriacea (figura 45 a), apresenta
bandas de absorcao na regido do UV, que indicam a presenca de aminoacidos, carotenoides e
clorofila, que podem estar ligados as McAgNP (figura 45 b). A banda em 218nm presente no
extrato e nas McCAgNP indica a presenga de taninos (BULUT, 2009; RAO; PARIA, 2013). A
presenca de alcaloides, taninos e outros compostos fendlicos em plantas do género Mimusops
e outras da familia Sapotaceae ja foi relatada em estudos anteriores (MASHWANI et al., 2015b;
PRAKASH et al., 2013; SATISH et al., 2008).

Foram obtidos os espectros de fluorescéncia das MCAgNP e do extrato de Mimusops
coriacea sem adicdo do metal, para observar mudancas na fluorescéncia da clorofila presente
no extrato apds a formacéo das nanoparticulas. Na figura 46 observa-se que a presenca de AgNP
induz a supressédo da fluorescéncia de clorofila em 676 nm (amostras excitadas em 430nm). A
supresséo de fluorescéncia indica modificacdo ou consumo da clorofila durante o processo de
sintese das nanoparticulas (BARAZZOUK; KAMAT; HOTCHANDANI, 2005). Além disso,
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ha novas bandas em 467, 503, 587 e 706 nm, devido a pigmentos carotendides, que aumentam
com a formacéo das nanoparticulas. A xantofila, nesse caso, € o principal carotendide que exibe
um estado de transferéncia de carga intramolecular (KHOROSHYYY et al., 2018). Os resultados
mostraram que os estados tripletos da clorofila, foram eficazmente suprimidos a partir da
excitacdo dos carotenodides por um processo de transferéncia de energia do estado singleto da
clorofila (KHOROSHYY et al., 2018). Provavelmente os estados mais elevados da clorofila e
carotenoides sdo efetivamente preenchidos por transferéncia de carga da banda SPR de

nanoparticulas de prata.

Figura 45 - Espectro UV-vis de a) extrato aquoso de Mimusops coriacea 25mg/mL b) extrato e McCAgNP
(Diluido 5%).
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Figura 46 - Espectros de fluorescéncia da clorofila e McAgNP.
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Os espectros de FTIR do extrato das folhas de Mimusops coriacea e da McAgNP sao
apresentados na fig. 47. O sinal FTIR do extrato apresenta picos em torno de em 3436cm™,
2935cm™ 1, 1617cm™ 1, 1444 cm™ ! e 1049 cm™ . A banda a 3436¢cm™ ! ocorre devido ao
estiramento OH. A banda 2935 cm™ ! ocorre devido a presenca de aldeido CH e foi deslocado
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para freqiiéncia menor (2928 cm™ 1) na McAgNP. A banda 1617 cm™ ! no extrato da folha de
Mimusops coriacea, devido a presenca das vibracdes da Amida | foi deslocada para 1627 cm™
! na McAgNP provavelmente devido a presenca de proteinas que possivelmente se ligaram as
nanoparticulas de prata através dos grupos amina. A banda 1049 cm™ ! devido ao estiramento
C-O-C, poderia ser atribuida a reducdo da Ag*, uma vez que a banda foi deslocada para 1040
cm™ ! nas McAgNPs (PRAKASH et al., 2013).

Figura 47 - Espectros FTIR do extrato de Mimusops coriacea e McCAgNP.
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A acdo de taninos e outros compostos polifendlicos (uma ou mais hidroxilas ligadas a
um anel aromatico) presentes em extratos vegetais aquosos na sintese de nanoparticulas por
uma reacdo redox é bem descrita na literatura, onde estes compostos sdo indicados como
responsaveis pela reducéo dos ions metalicos e pelo recobrimento das nanoparticulas evitando
sua aglomeracdo (BULUT, 2009; RAJESHKUMAR; BHARATH, 2017; RAO; PARIA, 2013)

Neste modelo de reacdo, propOe-se que a reducdo ocorra pelos grupos hidroxila
presentes no anel benzénico. O processo se inicia com a oxidacdo do tanino na presenca de ions
Ag', formando um complexo intermediario. Os ions Ag* sdo entdo reduzidos a Ag°, que
colidem formando aglomerados. A estabilizacdo do crescimento das nanoparticulas
possivelmente ocorre por encapsulamento pelo composto polifendlico. Os processos de redugao
e encapsulamento  descritos, estdo esquematizados nas figuras 48 e 49
respectivamente(BULUT, 2009; RAO; PARIA, 2013)
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Figura 48 - Esquema representativo do mecanismo de reducdo dos ions Ag* e formacdo de nanoparticulas de
prata por compostos fenolicos.
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Fonte: (RAO; PARIA, 2013).

Figura 49 - Esquema representativo do efeito de encapsulamento das nanoparticulas de prata por compostos
fendlicos.
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Fonte: (RAO; PARIA, 2013).

4.1.2.2 Nanoparticulas de ouro e extrato de Mimusops coriacea — MCAUNP

As suspensdes foram preparadas conforme descrito no item 3.1.5.

Como primeira etapa do estudo, foi preparada uma solucdo diluindo o0 HAuCI, até a
concentracdo de 1mmol/L no extrato preparado com 2,5g de folhas em 100mL de agua destilada
(25mg/mL), resultando em uma solucdo amarela translucida (Figura 50 b). Apds 15 minutos a
coloracéo da solucdo havia se alterado para violeta (figura 50 c), caracteristico da presenca de
nanoparticulas de ouro em solugdo. Espectros UV-vis foram obtidos, mostrando que a reacao
se inicia apds 5 minutos, devido a presenca de uma pequena banda em ~550nm, com aumento

da intensidade até 60 minutos, quando estabiliza-se (figura 51).
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Figura 50 - Mudanca de coloracdo do extrato de Mimusops coriacea apds na presenca das MCAUNP. a) Extrato
M.c (2,59./100mL &gua destilada); b) apds 1 minuto; ¢) apds 15 minutos.

b)

Figura 51 - Intensidade de absorbancia das McAuNP em razdo do tempo de reacdo, a) espectros Uv-vis; b) curva
do aumento de intensidade de absorbancia. (diluidas a 50%).
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Em seguida, foram preparadas suspensdes com maior concentracdo de HAuCls na
solucdo e maior volume de folhas no preparo do extrato. Para facilitar a apresentacdo dos
resultados, as suspensdes foram numeradas e estdo sumarizadas na tabela 16. Uma analise em
relacéo ao tempo de reagéo foi efetuada, e assim como observado anteriormente, estabilizou-se
apos 60 minutos.

Os espectros UV-vis das suspensfes 60 minutos apos o preparo, sdo apresentados na
figura 52. Observa-se que embora a McAu 4 apresente maior intensidade de absorbancia, a
banda plasménica obtida com a McAu 1 é mais simétrica, estreita e com Amaxe€m comprimentos
de onda menores, indicando a presenga de particulas menores. Entretanto, nos dois casos
observa-se a formacao de banda plasmonica em comprimentos de onda maiores, indicando a

formacéo de estruturas maiores ou com formatos nao esféricos.
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Tabela 16 - VariacBes nas condicdes aplicadas no preparo das McAuNP.
Folhas
de M.c. HAuUCI,4 pH

Nome  img/mL) (mmoll)  (+0,1)
+2mg

McAul 25 1 2,90

McAu2 25 2 250

McAu3 50 1 271

McAu4 50 2 253

Figura 52 — Espectros UV-vis das MCAUNP em razdo da concentracdo de HAUCI,.
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As analises de DLS, sumarizadas na tabela 17 indicam maior monodispersividade e
presenca de particulas menores quando utilizado extrato com menor volume de folhas (McAu
1 e 2), resultado compativel com o indicado nos espectros UV-vis, entretanto, uma comparacdo
entre as suspensdes McAu 1 e McAu 4 através de imagens MET (figura 53 a e b), indica que
h& maior concentracdo de nanoparticulas na primeira, contradizendo o indicado pelas bandas
plasmonicas. Esta discrepancia ocorre devido a presenca de particulas maiores e de formatos
ndo-esféricos, que interferem nas propriedades Opticas das NPM. E possivel observar nas
imagens da McAu 1(figura 53 a), estruturas com formatos majoritariamente triangulares e
alguns hexagonais, além de nanoparticulas esféricas e algumas estruturas tridimensionais com
formatos de losangos ou algumas formas irregulares, justificando a banda em A ~750nm. A
McAu 4 também apresenta estruturas semelhantes, porém em menor nudmero. Chandran e

colaboradores (CHANDRAN et al., 2006), acompanharam através de imagens de MET, as
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alteracbes na forma e tamanho de nanoparticulas de ouro preparadas com diferentes
concentracOes de extrato aquoso de Aloe vera, relatando que o0 aumento da concentracdo do
extrato na solucdo levou a reducdo do tamanho médio de nanotriangulos e a formacdo de um

maior volume de nanoparticulas de formato esférico.

Tabela 17 — Resultados das analises de DLS das MCAuUNP.

- DiémeAtro_ Vol. Potencial

Nome Hidrodinamico % Pdl Zeta

(hm) (mV)
50,83 (£7,92) 99,1

McAu 1 1148 (2733, 0,8 0,458 -17,3
4871 (x972,0) 0,1
53,06 (+11,89) 13,2

McAu 2 412,1 (¥169,7) 49,2 0,352 -19,2
1118 (+347,7) 32,8
218,7 (¥32,73) 10,5

McAu3 3205 (+470,1) 33,3 0,606 -12,1
675,3 (+104,8) 22,9
1006 (+358,2) 75,6

McAu 4 106,3(+24,88) 1,7 0,598 -15,2
44,26(+10,68) 19,4

Figura 53 - Imagens de MET das McAuUNP, a) McAu 1; b) McAu 4.
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Quanto a estabilidade das suspensdes, o valor de potencial zeta abaixo de 20mV (tabela
17) indica particulas com alta tendéncia a se agregar; o espectro UV-vis da McAu 1 obtido 30
dias apos o preparo (figura 54) mostra uma queda de 34% na intensidade de absorbancia e banda
33% mais larga, indicando que as nanoparticulas comegam a se agregar antes deste periodo,
podendo ainda estar relacionado com alteracBes na forma das particulas presentes na suspenséo.

Figura 54 - Espectros UV-vis McAu 1; 1 e 30 dias ap0s a sintese. (Diluidas a 50%).
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Conforme sumarizado na tabela 16, ap0s a reacdo as suspensfes tornam-se acidas
(pH=2,5 +0,3). Uma anélise do ajuste de pH para valores entre 7-8 e 9,5-12 foi efetuada com a
adicdo de NaOH as suspensdes, seguida de medidas espectrofotometria UV-vis, apresentados
na figura 55. Com excecao da McAu 3 (fig 55 ¢), no geral nota-se principalmente o alargamento
da banda ¢ reducao da intensidade de absorbancia em A~550nm. Além disso ha reducao da
banda presente em comprimentos de onda maiores. Estas alteracfes nas propriedades dpticas
podem estar relacionadas a menor tendéncia dos fons Au®* a reduzir em pHs elevados, como
relatado anteriormente; a tendéncia a agregacéo das nanoparticulas de ouro na presenca de ions
Na* quando redutores fortes ndo sdo utilizados (WANG et al., 2009); ou ainda a alteracdes nos
formatos das particulas.
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Figura 55 - Espectros UV-vis das MCAUNP em razdo do pH. a) McAul; b) McAu 2; c) McAu 3; d) McAu 4.

" eau1] ]
—asido
075 ——acido —a— neutro
' —4A— neutro 0.75 —e— basico
_g —e—basico =
% 0,50 < 0,50 A
£ g
= el
5 5
& 025 Z 0254
< <
0,00 0,00
-0.25 T T T T T T 1 -0,25 T T T T T T T T T T T T 1
500 600 700 800 450 500 550 600 650 700 750 80O
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
1,00 1,00 -
McAu 3 acido
0,75 1 —4— neutro 0,75 — écido
F-q basico —A— neutro
< = —e— basico
' Q
S 0,50 - g 0504
<
£ 2
= g
3 0,25 Z 025
- <
<t
0,00 0,00
0,25 T T T T T T T T T T T T T 1
028 T —— 1 11— 1 450 500 550 600 650 700 750 800
450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Quanto aos mecanismos de reducdo do ion metélico e estabilizacdo do crescimento,
observa-se nos espectros UV-vis (figura 56), de fluorescéncia (figura 57) e FTIR (figura 58)
resultados bastante semelhantes aos obtidos com as MCAgNP: extin¢do das bandas de absor¢édo
em ~270 ¢ ~360nm; supressdao da fluorescéncia da clorofila em A~680nm (exc. 430 nm) e
alteragdes nas bandas dos espectros FTIR na regido entre 1000 e 1600, levando a conclusao que

0 mesmo mecanismo de coordenagdo ocorre na formagéo das McCAUNP.

Figura 56 - Espectros UV-vis. Extrato de Mimusops coriacea e MCAUNP (Diluidos a 50%).
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Figura 57

- Espectros de Fluorescéncia da clorofila e McCAuUNP.
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Figura 58 - Espectros FTIR do extrato de Mimusops coriacea e McAu 1.
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4.1.2.3 Discussao

89

Diferentemente do observado na sintese mediada pelo L-Triptofano, o extrato aquoso

de folhas Mimusops coriacea apresentou melhor resultado na sintese de nanoparticulas de prata,

uma vez que o volume de nanoparticulas obtido é maior, a suspensdo é mais monodispersa e

estavel.

Neste caso, a formacéo das nanoparticulas também acontece por uma reacéo redox, onde

compostos presentes no extrato oxidam na presenca do metal idnico reduzindo-os a atomos
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neutros, seguidos de crescimento por aglomeracdo até sua estabilizacdo, que ocorre pelo
encapsulamento das particulas também pelos compostos presentes no extrato (ALBERNAZ,
2014).

Em relacdo extrato aquoso de folhas de Mimusops coriacea, ndo foram encontrados na
literatura relatos da sintese de nanoparticulas com esta espécie vegetal especifica, nem mesmo
uma caracteriza¢ao sobre 0s compostos presentes em seu extrato, entretanto, outras espécies do
mesmo género ja foram caracterizadas e foi reportada a presenca de taninos, alcaloides e outros
compostos polifendlicos que podem ser atribuidos a reducdo dos ions metalicos e
encapsulamento das particulas (MASHWANI et al., 2015a; PRAKASH et al., 2013; SATISH
et al., 2008). A elucidacdo e confirmacdo de compostos especificos presentes neste extrato e
envolvidos nos processos de sintese dependem de um estudo elaborado que devera ser
comtemplado em etapas posteriores. Entretanto, com base em uma comparacdo entre 0s
resultados obtidos experimentalmente e estudos anteriores, que demonstram a sintese de
nanoparticulas através de extrato aquoso de folhas que sdo conhecidas por apresentarem
compostos polifendlicos em sua composicdo, propde-se que a coordenacdo ocorra através dos
atomos de oxigénio dos grupos hidroxila de polifendis oxidados.

Condigdes como concentracdo do sal metélico, volume de material vegetal utilizado no
preparo do extrato e acidez do meio foram determinantes para o sucesso da reacdo. Para as
McAgNP, o uso do extrato menos concentrado e ajuste do meio para neutro a levemente basico
aumentam a cinética da reacdo, e 0 aumento da concentracdo do sal metalico € diretamente
proporcional a concentragdo de McAgNP na suspensao, estando saturado na concentracéo de
2mmol/L. Por outro lado, quando o precursor metalico utilizado é o HAUCI4, as variagfes nas
condicdes de sintese influenciam diretamente no formato das particulas, sendo que neste caso
foi possivel observar a formacdo majoritaria de nanotriangulos, porém, também estdo presentes
esferas e algumas outras formas em menor volume. Considera-se necessario um estudo bastante
elaborado, acompanhado por imagens de MET em razdo do tempo de reagdo, acidez e
concentracOes do extrato e do metal, uma vez que a obtengdo de nanotridngulos de ouro através
de um processo simples, rapido e de baixo custo é extremamente atraente, visto que estas
estruturas podem ser aplicadas em diagnostico de cancer.

De modo geral, os resultados foram considerados bastante satisfatorios, principalmente
na sintese de nanoparticulas de prata. A tabela 18 sumariza as condicGes de sintese consideradas
ideais entre as testadas neste processo, além das principais caracteristicas das McCAgNP obtidas.
As McAUNP ndo estdo contempladas neta tabela, pois dependem de estudos complementares

para a definicdo das condi¢Oes ideais para a sintese.
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Tabela 18 - Condic¢des ideais para sintese de MCAgNP e suas principais caracteristicas.

Material Diametro Potencial
Sal metal. Vegetal Meio Médio Pdl Zeta
(mmol/L)
(9/100mL) (nm) (mV)
McAgNP 2,0 2,5 Neutro ~17 0,239 -28

4.2 APLICACAO NA DETERMINACAO DE MERCURIO EM SOLUCAO AQUOSA

Conforme descrito no item 3.3, foi proposta a analise do potencial das nanoparticulas
sintetizadas no presente estudo na a deteccdo e quantificagdo de mercurio em solucdo aquosa,
através de alteracdes nos espectros UV-vis das nanoparticulas na presenca deste analito. As
analises foram efetuadas sem diluicdo e nenhum outro tratamento prévio. Foram utilizadas as
TrpAgNP, TrpAuNP e McAgNP definidas como as que apresentaram melhores caracteristicas
descritas nas tabelas 13 e 18. Optou-se por ndo utilizar as MCAUNP pois estas dependem de
estudos complementares para sua otimizagéo, além disso, condi¢fes do meio interferem em seu
formato e consequentemente em suas propriedades opticas, podendo influenciar nos espectros
UV-vis obtidos, independentemente da concentracdo do analito.

A primeira etapa deste estudo consistiu na analise de sensibilidade. As amostras foram
preparadas conforme descrito no item 3.3.2. A figura 59 a,b e c, apresenta os espectros UV-vis
obtidos.
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Figura 59 - Espectros UV-Vis das NPs ap6s adicdo de Hg?* (Médias das triplicatas). a) TrpAgNP; b) TrpAuNP;
¢) McAgNP; d) alteragdo na coloragio das McAgNP em concentragGes crescentes de Hg?* (da esquerda para a

direita).
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Nos espectros UV-vis das nanoparticulas de prata (figura 59 a e c), observamos que a
presenca de Hg?* na solucdo leva ao deslocamento hipsocrémico do Ams € reducdo da
intensidade de absorbancia. Estas alteragcbes sdo mais pronunciadas conforme aumenta a
concentragdo de Hg, chegando a quase extinguir a banda em torno de A~420nm em altas
concentrag0es, indicando que as TrpAgNP e McAgNP sdo sensiveis ao Hg em solucao.

Esta diminuicdo na intensidade de absorcéo e desvio para o azul dos espectros, pode ser
explicada pela reacdo redox que ocorre na superficie das AgNP, devido as diferencas no
potencial de reducéo: 0,80V de Ag*—Ag’; e 0,85V de Hg?>*—HgP. Grupos carboxila presentes
no L-triptofano, e agentes organicos presentes no extrato vegetal promovem atracdo
eletrostatica entre a superficie negativamente carregada das TrpAgNP/McAgNP e os cations de

mercurio, que removem os agentes estabilizantes da superficie das AgNP. O Hg ?* é entdo
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reduzido para Hg® na superficie das AgNPs, enquanto oxidam os Ag° da superficie
para ions Ag*. O tamanho de AgNPs reduz a medida que as AgNPs reagem com Hg ?* para
formar Ag", justificando o deslocamento azul da banda plasménica. Como as AgNPs séo
convertidas em ions Ag*, a concentracdo de AgNP na solucédo coloidal diminui, reduzindo a
intensidade de absorbancia e tornando a solugéo incolor (Figura 59 d) (BIAN et al., 2014
DEVADIGA; VIDYA SHETTY; SAIDUTTA, 2017).

Por outro lado, a posi¢do do Amax da banda plasménica das TrpAuNP (figura 59 b), ndo
se desloca mesmo com altas concentracdes do Hg, além disso a reducdo da intensidade de
absorbancia ndo é proporcional a sua concentragdo de na solugdo, ou seja, concentraces
maiores de Hg apresentam reducdo da intensidade de absorbancia menos pronunciada do que
concentracdes menores. Ja foi relatado que na presenca de ions Hg?*, AgNP apresentam maior
deslocamento para o0 azul do que as AuNP, dado um mesmo tamanho de particula, e que em
AUNP menores (~5nm de diametro) o deslocamento azul é mais pronunciado do que as com
maiores didmetros (~15nm) (MORRIS et al., 2002). Sabendo que as TrpAuNP aqui utilizadas
apresentam diametros de cerca de 44nm, esta afirmacdo pode justificar a auséncia do
deslocamento neste caso. Além disso, inversamente ao que ocorre com Ag*, o potencial de
reducéo do Au**—Au® é de 1,5V, superior ao do Hg?*, e no caso das TrpAuNP aqui utilizadas,
a carga superficial das particulas € positiva, ou seja, ndo ha atracdo eletrostatica entre a sua
superficie e os cations Hg?".

Embora os resultados sejam satisfatorios para as TrpAgNP e McAgNP, o processo de
sintese utilizado para obtencdo das McAgNP é mais sustentavel, uma vez que o redutor
utilizado se trata de um material natural e renovavel e ndo ha a dependéncia de iluminacéo ou
aquecimento para a reducdo dos ions metalicos, tornando o processo mais rapido, mais barato,
mais simples e com maior rendimento, o que a torna mais favoravel para a aplicacao proposta.

A etapa seguinte foi a andlise da seletividade do método, onde solucbes com
concentracdo de 100pg/mL de diferentes cations (sumarizados na tabela 6 do item 3.3.1.1),
foram adicionadas as MCAgNP. O preparo das solugdes e as analises de espectrofotometria UV-
vis foram efetuadas nas mesmas condicdes utilizadas na etapa anterior. Os resultados obtidos,
apresentados na figura 60 a e b, indicam que o método é altamente seletivo, visto que a
expressiva reducdo da intensidade de absorbancia e deslocamento do Amax da banda plasmonica

s&0 observados apenas quando os fons Hg?" estdo presentes na solugao.
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Figura 60 - Variacdo na intensidade de absorbancia das MCAgNP na presenca de contaminantes.
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Diante da comprovacdo da seletividade, variagbes no preparo das amostras foram
efetuadas com o objetivo de aumentar a sensibilidade do método, permitindo detectar a presenca
de ions de mercdrio com concentracdes da ordem de ng/mL.

Os melhores resultados foram obtidos diluindo as McCAgNP a 10%. Uma vez que estas
suspensdes sdo preparadas com AgNO3 na concentragdo de 2mmol/L, a concentragdo de Ag na
solucdo é de 0,203mg/mL, logo, diluindo as suspensfes a 10% a concentracdo de Ag é de
20,3ug/mL. Quanto a proporgao entre MCAgNP e solucdo de Hg, os melhores resultados foram
observados quando as amostras foram preparadas utilizando 1mL de McAgNP ja diluidas, e
adicionado 5mL da solucdo de Hg (proporcao 1:6), sendo estas as condicdes utilizadas para o
preparo das amostras utilizadas nas anélises para criacdo da curva de calibragdo e determinagéo
de LOD e LOQ do método.

As analises e respectivos calculos foram efetuados conforme descrito nos itens 3.3.3 e
3.3.4, entretanto, como as amostras foram muito diluidas, foi necessario aumentar o caminho
Optico da luz, utilizando uma cubeta de quartzo de 1cm. A figura 61 apresenta as médias das

triplicatas dos espectros UV-vis das McAgNP e Hg em concentracdes da ordem de ng/mL.
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Figura 61 - Espectros UV-vis das McAgNP diluidas a 10% na presenca de solu¢des aquosas de Hg com concentragdes entre
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Observa-se que as alteracdes na banda plasménica das McAgNP na presenca do Hg?*
foram proporcionais e lineares em razdo do aumento da concentracéo (fig. 61), além disso estas
alteracdes podem ser observadas em trés parametros: intensidade de absorbancia, posicdo do
Amax € area de banda entre 320 e 600nm.

Diante destes resultados, foram criadas curvas de calibracdo independentes para cada
um dos parametros alterados. Quando consideradas a redugdo da intensidade de absorbancia e
da area da banda entre 320 e 600nm, os limites de deteccdo (LOD) encontrados foram de
7,87ppb e 6,52ppb respectivamente, enquanto quando considerado o deslocamento do Amax O
LOD foi de 34,66ppb. A média de reducéo da intensidade de absor¢do e da area de banda foi
de 7,5%(x1,3) a cada aumento de concentracdo de Hg na solucgéo, enquanto o deslocamento
azul foi de 1%, justificando o LOD e LOQ menores quando se considera 0s dois primeiros
parametros.

As figuras 62,63 e 64 apresentam as curvas de calibragédo criadas considerando cada
parametro, com seus respectivos LOD e LOQ.
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Figura 62 - Curva analitica para quantificacio de Hg?* em razdo da intensidade de absorbancia. Linhas verdes
representam a banda de confianca e a insercdo representa a banda de previsdo (95%).
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Figura 63 - Curva analitica para quantificacio de Hg?* em razéo da area de banda entre 320 e 600nm. Linhas
verdes representam a banda de confianca e a insercao representa a banda de previsao (95%).
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Figura 64 - Curva analitica para quantificacio de Hg?* em razdo do deslocamento do Amax. Linhas verdes
representam a banda de confianca e a insercdo representa a banda de previsdo (95%).
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A analise da estabilidade da reacdo foi efetuada através de medidas de
espectrofotometria UV-vis, com intervalos de 1 minuto durante 30 minutos, de uma amostra de
branco (McAgNP 1mL + 5mL agua MiliQ), e de uma amostra preparada de McAgNP + Hg na
concentracdo 200ng/mL. Embora se observe alteracdes nos parametros da banda de absorc¢éo
ao longo do tempo, esta ndo compromete a confiabilidade do método, visto que ap6s 10 minutos
de reacdo, que é o tempo indicado por estudos anteriores para a amalgamacéo, a variagdo ndo
passa de 7% até completar os 30 minutos para reducdo da &rea de banda (figura 65 a) e
intensidade de absorbancia (figura 65 b), além de nao se observar alteragdes na posi¢ao do Amax
(figura 65 c).

Figura 65 - Analise da estabilidade da reacéo durante 30 minutos, obtida por analises do branco e na adi¢do de
Hg na concentracdo 200ng/mL. a) area de banda entre 320 e 600nm; b) intensidade de absorbancia; c) posicdo do

Amax.
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Foram obtidas imagens de MET das McAgNP ap6s 30 minutos de reagdo com o Hg?".
Observa-se que conforme ja relatado, o aumento da concentragio do Hg?* na solugéo leva
inicialmente a aglomeracdao das McAgNP e em altas concentracfes o nUmero de particulas é
reduzido, além de apresentarem uma espécie de membrana escura aderida a sua superficie, que
possivelmente se trata do Hg presente na solugcdo. Como as McAgNP nao foram diluidas para
esta analise, foram utilizadas concentragcdes mais altas de Hg: 1pg/mL (figura 66 a), 5 pg/mL
(figura 66 b) e 20 pg/mL (figura 66 c).

Figura 66 - Imagens MET das McAgNP na presenca de diferentes concentragGes de Hg?*. a) 1 pg/mL; b) 5
/mL; c) 20 pg/mL

4.2.1 Discussao

As McAgNP demonstraram excelente potencial para deteccdo de ions Hg?* em solugéo
aquosa pelo método proposto, com limite de deteccdo a partir de 6,5ng/mL (32,5nM)
determinado a partir da construcdo de curva analitica em razdo de alteracGes nas bandas

plasmonicas.
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O mecanismo de detecgdo consiste nos efeitos de uma reagdo redox entre os ions Hg?*
e a prata zero valente devido ao maior potencial de reducdo do Hg?" em relacdo a Ag*.
Compostos fenolicos e seus derivados presentes nas folhas de espécies do género Mimusops,
apresentam grupos multifuncionais como hidroxilas e carboxilas que interagem com metais e
facilitam a ligacdo do mercario com a nanoparticula de prata, além disso, as McAgNP
encapsuladas por estes ligantes fenolicos apresentam carga superficial negativa, capazes de
atrair os fons Hg?* na solugdo para a superficie das nanoparticulas. Os compostos presentes nos
extratos também atuam como agentes redutores, visto que reduzem o Ag* a Ag® no processo de
sintese, e reduzem os fons Hg?* a HgP neste caso. Estas reagdes redox levam a remogdo do
agente estabilizante da superficie das nanoparticulas, facilitando a interacio dos ions Hg?* com
0 Ag® que oxida é convertido em Ag". Este processo reduz o tamanho das particulas interferindo
nas bandas plasmonicas e tornam a solucdo incolor indicando que os atomos AgP disponiveis

na suspensao coloidal foram oxidados. A figura 67 esquematiza este processo.

Figura 67 - Representacio esquematica do mecanismo de deteccéo de Hg?* pelas McAgNP

McAgNP encapsulada por

agentes estahilizantes dos
extratos vegetais

e 27 B g

O(\.

fons Hg?* s30 reduzidos pela Agle Agentes estabilizantes séo removidos da superficie das
McAgNP. Ag® é convertido em Ag”. Redugdo do tamanho
das McAgNP e formacéo de amalgama com o Hg

agentes redutores do extrato

Fonte: a prépria autora. Adaptado de (DEVADIGA; VIDYA SHETTY; SAIDUTTA, 2017)

Adicionalmente, uma nova andlise de sensibilidade foi efetuada com as TrpAgNP com

concentracOes de Hg na ordem de ng/mL, empregando as mesmas condigdes utilizadas com as
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McAgNP na construcdo da curva analitica. Os resultados ndo foram satisfatorios e estdo

apresentados no apéndice C, confirmando a preferéncia pela McAgNP neste processo.
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5 CONCLUSAO

A sintese de nanoparticulas de prata e ouro utilizando o AgNOsz e 0 HAuCls como
precursores metalicos, atraves dos métodos propostos foi possivel por uma reacdo redox, onde
o0 L-Triptofano ou os compostos presentes no extrato das folhas de Mimusops coriacea oxidam
e reduzem os ions metalicos a atomos neutros, que aglomeram-se formando as nanoparticulas.
Estas moléculas também sdo responsaveis pelo seu encapsulamento, estabilizando o
crescimento. Com excegdo das MCAUNP, onde se observou a formacdo de nanotriangulos, em
todos os outros processos foi possivel obter nanoparticulas esféricas com alta estabilidade. Os
procedimentos utilizados foram simples, rapidos, de baixo custo e com alto rendimento.

A concentracdo dos reagentes e a acidez do meio foram determinantes nestes processos,
sendo que cada método apresentou resultados diferentes para cada fator avaliado, entretanto, €
consenso que o meio acido é mais favoravel para reducdo dos ions Au®*, enquanto meio neutro
e basico favorecem a reducdo de Ag"*.

Analisando as caracteristicas de cada método de sintese e seus resultados, procurando
enquadra-los nos principios da sustentabilidade e da quimica verde, consideramos o
procedimento utilizado para obtencdo das McAgNP mais vantajoso, uma vez que se utiliza
matéria-prima natural e renovavel, em uma reacdo rapida em meio neutro, temperatura e
pressdo ambientes, com alto rendimento e que resultou em nanoparticulas esféricas com
estabilidade superior a 180 dias. Este resultado é extremamente atraente, visto que ndo foram
encontrados na literatura relatos anteriores da sintese de nanoparticulas com esta espécie do
género Mimusops, dando margem a novos estudos com o intuito de elucidar os mecanismos e
compostos organicos envolvidos na sintese. Além disso, 0 extrato de Mimusops coriacea
também demostrou potencial para sintese de nanoparticulas de ouro de diferentes formatos,
como nanotridangulos, com possiveis aplicacdes no campo da medicina diagndstica, entretanto,
a otimizacao deste processo depende de novos estudos acompanhados por imagens de MET a
cada variagédo aplicada.

Quanto a aplicacdo proposta, o resultado se mostrou bastante satisfatério, visto que a
McAgNP, considerada com procedimento de sintese mais vantajoso entre os testados também
apresentou excelente sensibilidade e seletividade aos ions Hg?* em solugdo aquosa, com LOD
a partir de 6,5ng/mL e LOQ de 21,7ng/mL. Este limite de detec¢do é compativel com o relatado
por métodos colorimétricos tradicionais (tabela 2), e € inferior ao limite estabelecido para

amostras ambientais como produtos da pesca, solo e lancamento de efluentes (tabela 1).
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De modo geral, os objetivos propostos foram atingidos, servindo como base para novos
estudos, focados em cada um dos métodos apresentados, resultando no desenvolvimento de
nanomateriais sustentaveis com potencial para aplicagcdes que visem a protecdo a satide humana

e manutengdo do meio ambiente equilibrado.
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6 ATIVIDADES REALIZADAS NO PERIODO

Além de desenvolver os experimentos, as seguintes atividades foram desenvolvidas no

periodo:

e Publicacdo de 3 artigos em revistas internacionais:

LOPES, C.R.B.; COURROL, L.C. Green synthesis of silver nanoparticles with extract of

Mimusops coriacea and light. JOURNAL OF LUMINESCENCE, v. 199, p. 183-187, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.jlumin.2018.03.030

BORGES, C. R.; SAMAD, R. E.; COURROL, L.C.; GONCALVES, K. O.; VIEIRA, D. P.
Interaction between proptoporphyrin IX and tryptophan silver nanoparticles. JOURNAL OF
NANOPARTICLE RESEARCH, v. 20 p. 166, 2018.
https://doi.org/10.1007/s11051-018-4269-4

SANTOS, C, D; LOPES, C. R. B.,; CORDEIRO, T. S.; FRANZOLIN, M. R.; VIEIRA
JUNIOR, N. D.; SAMAD, R. E.; COURROL, L. C. Optical properties and antimicrobial effects
of silver nanoparticles synthesized by femtosecond laser photoreduction. OPTICS AND
LASER TECHNOLOGY, v. 103, p. 233-238, 2018.
https://doi.org/10.1016/].optlastec.2018.01.044

e Apresentagdo de 2 trabalhos em forma de pOster em conferéncia internacional:

18th International Conference on Luminescence

Jodo Pessoa-PB — Brasil — agosto/2017

“Green synthesis of silver nanoparticles with extract of Mimusops coriacea and light”
“Mercury colorimetric sensor using a green silver nanoparticles synthesized with

tryptophan and light”


https://doi.org/10.1016/j.jlumin.2018.03.030
https://doi.org/10.1007/s11051-018-4269-4
https://doi.org/10.1016/j.optlastec.2018.01.044
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e Apresentagéo de trabalho em forma de poster, com recebimento de mencéo honrosa por

nota recebida.

Encontro Regional das Centrais Multiusuarios 2017
Santo André-SP — Brasil — agosto/2017
“Green Synthesis of Silver Nanoparticles with Mimusops coriacea leaf extract applied to

the guantification of mercury in aqueous solutions”

e Participacdo em mini-curso:
End Note Basic e Mendeley

Biblioteca da Universidade Federal de S&o Paulo — Campus Diadema

e Cumprimento de todos os créditos necessarios.

Unidades Curriculares:

Ciéncia da Sustentabilidade (obrigatdria, 10 créditos) — Conceito A

Termodinamica e Cinética Avancada (obrigatdria, 10 créditos) — Conceito A
Topicos em Nanotecnologia para Sustentabilidade (eletiva, 8 créditos) — Conceito A

e Cumprimento do Programa de Aperfeicoamento Didatico (PAD)
U.C. Ondas e Optica |

e Aprovacao na prova de proficiéncia em inglés aplicada pela Cultura Inglesa em marco
de 2017 com 62% de aproveitamento.

e Aprovacao no exame de qualificacdo em outubro de 2017

e Adicionalmente, foi analisado o potencial das nanoparticulas sintetizadas neste estudo
para inibicdo de crescimento microbiano, através da técnica de Concentracdo Minima
Inibitéria (MIC). Estas analises foram realizadas no Laboratério Multidisciplinar em
Saude e Meio Ambiente (LABMSMA), na UNIFESP Campus Diadema, em parceria
com a Prof2 Suzan P. de Vasconcelos, com o auxilio do aluno de doutorado no
Programa de P06s-Graduacdo em Biologia Molecular Vitor Baptista Ferrari, e estdo

apresentados no apéndice A.
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ANEXOS

ANEXO A - Comportamento Espectral do L-Triptofano, AgNOs, HAuUCI4 e extrato de
folhas de Mimusops coriacea em agua

Figura 68 - L-Triptofano em agua
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Fonte: (MATOS, 2014)

Figura 69 - AgNO3; em agua
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Figura 70 - HAuCls em agua
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Figura 71 - Extrato de Mimusops coriacea (A. de Candolle) Migq.
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APENDICES

APENDICE A - Analise de Concentragio Minima Inibitéria das Nanoparticulas

Anélise desenvolvida no LABMSMA da UNIFESP Campus Diadema, em colaboragao

com a Prof.2 Suzan P. Vasconcelos e do doutorando no PPG- Biologia Molecular.

Para estas andlises foram utilizadas as seguintes suspensoes, todas com pH ajustado
entre 7 ¢ 8: McAg 2; McAu 1; TrpAg 2 Xe 10’; TrpAuNP (L-Trp 9mmol/L e HAuCl,4
2mmol/L)

A concentra¢do minima inibitoria (MIC) é a menor concentracdo de uma substancia
antimicrobiana que torna possivel a inibicdo de crescimento detectavel de um microorganismo
apods 24 horas, tornando possivel a quantificagdo da concentragdo exata necessaria (ug / mL) da
substancia antimicrobiana. Para esses testes foram utilizadas uma bactéria gram positiva
(Staphylococcus aureus), uma bactéria gram negativa (Escherichia coli) e um fungo (Candida
albicans).

Foi feita a diluigdo seriada da substancia com o meio de cultura respectivo de cada
microorganismo (Luria Bertania para as bactérias e YMA para 0s fungos) e posteriormente é
colocada a suspensdo microbiana que foi em solug&o salina 0,9% para uma concentragdo de 10*
unidades formadoras de colonia (UFC).

Apos 24 horas de crescimento foram analisados os resultados, na qual os pogos das
colunas 1-10 contém a substancia antimicrobiana de concentragfes variaveis em ordem
decrescente (1 € a concentracdo mais alta e 10 é a menor concentracdo). Os pocos nas colunas
11 e 12 contém positivos (sem agente antimicrobiano) e controles negativos (sem bactérias),
respectivamente. Os controles positivos e negativos sdo usados para validar a precisdo dos
antimicrobianos testados.

Os resultados obtidos neste método sdo apenas qualitativos em relacdo a inibicdo, ou
seja, é possivel indicar se houve ou ndo crescimento microbiano em cada dilui¢do da substancia
antimicrobiana, entretanto, ndo é possivel indicar a porcentagem de inibicdo.

A coloracdo dos pocos das microplacas indica se houve inibigdo, sendo a coloracao
violeta indicativa de crescimento microbiano, assim, a diluicdo aplicada no poco imediatamente
anterior ao primeiro a apresentar crescimento microbiano, se trata da MIC da substancia

antimicrobiana utilizada.
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Resultados Obtidos:

1 - Staphylococcus aureus.

McAgNP — MIC 25% (Diluicdo 1:4).

Figura 72 Resultado da anallse de MIC das McA NP para Stah Iococcus aureus

TrpAgNP — 100% (sem diluicao).

Figura 73 - Resultado da anélise de MIC das TrpAgNP para Staphylococcus aureus.

MCcAUNP — 100% (Sem diluigéo).

Figura 74 - Resultado da analise de MIC das MCcAUNP para Stap hylococcus aureus.

TrpAuNP — 100% (sem diluicdo).

Figura 75 — Resultado da aélise e MIC ds TrpAuNP para Staphylococcus aureus.




2 - Escherichia coli.

MCcAgNP -12,5% (diluicdo 1:8)

Flgura 76 - Resultado da analise de MIC das McAgNP para Eschenchla coli.
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Flgura 77 Resultado da analise de MIC das TrpAgNP para Escherlchla coli.

MCcAUNP — 100% (sem diluicdo)

Figura 78 - Resultado da anallse de MIC das McAuNP para Escherlchla CO|I

TrpAuNP — 100% (sem diluicédo)

Flgura 79 - Resultado da anallse de MIC das TrpAuNP ara Escherlchla coI| -
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3 - Candida albicans

MCcAgNP — 25% (diluicdo 1:4)

TrpAgNP — 100% (sem diluigéo)

NP para Candida albicans.

Figura 81 - Resultado da analise de MIC das TrpAg
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McAUNP — nédo houve inibicao

Figura 82 - Resultado da andlise de MIC das McAuNP iara Candida albicans.

TrpAuNP — nédo houve inibi¢éo
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APENDICE B - Espectros UV-Vis das TrpAgNP antes e ap6s o ajuste de pH.

Figura 84 - Espectros UV-vis das TrpAgNP em razdo do

H. a) TrpAgl; b) TrpAg2; c) TrpAg3; d) TrpAgd
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APENDICE C - Anélise de sensibilidade das TrpAgNP ao Hg em concentracdes entre 100
e 500ng/mL.

Figura 85 - Espectros UV-vis das TrpAg 2 (Xe 10°) na presenga de fons Hg?* com concentragdes entre 100 e
500ng/mL.
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Figura 86 - Curva de reducdo da intensidade de absorbancia das TrpAg 2 (Xe 10°) ) na presenca de ions Hg?*
com concentragdes entre 100 e 500ng/mL
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