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RESUMO

Uma das areas da ciéncia que ganhou destaque e desenvolvimento nas ultimas décadas foi a
Nanotecnologia, que consiste na producao e manipulagdo de materiais em escala nanométrica.
Um material ¢ considerado nanoparticulado se estiver na faixa compreendida entre 0,1 a 100
nanometros (Inm = 10°m). Em particular, as nanoparticulas de ouro tornaram-se uma forte
candidata para uso em larga escala na biomedicina, devido a possibilidade de imobilizacao de
moléculas biologicamente ativas (processo conhecido como funcionalizagdo) com uso
terapéutico em sua superficie. Biossintese € o processo que utiliza organismos ou partes deles,
em substituicdo dos reagentes quimicos, sendo uma alternativa de baixo custo, segura ao ser
humano e sustentavel, ja que minimiza os riscos de prejuizo ao meio ambiente na fabricagdo de
biomateriais. O presente trabalho teve como objetivo a producao (biossintese) e funcionalizagao
de nanoparticulas de ouro, a partir do 4cido tetracloroaurico, com biomoléculas ativas presentes
no extrato aquoso de folhas sadias, da espécie Anacardium occidentale L. Para a preparagao do
extrato, 10g de folhas recém coletadas (fragmentadas em pequenos pedagos) foram colocadas
para infusdo em 100mL de 4gua ultrapura e mantidas sob agitacdo por 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente a infusdo foi filtrada para obtengdo de um extrato aquoso. Uma
aliquota 10 mL do extrato foi adicionada a 30 mL de uma solugdo de HAuCls (2,5x107*M) sob
agitacdo. A formagdo das nanoparticulas de ouro ocorreu em menos de 1 minuto, constatada
pela mudanga de coloragdao da solucdo (de dourada para avermelhada). A solugdo foi
centrifugada varias vezes para a extracdo das nanoparticulas de ouro. A caracterizacao fisico-
quimica das nanoparticulas deu-se por métodos de caracterizagdo espectrométricos na regiao
ultravioleta-visivel (onde a solucdo apresentou um pico de absor¢do de 531nm, indicando a
formacdo de nanoparticulas de Au) e na regido do infravermelho (que indicou a imobilizagao
de biomoléculas do extrato nas nanoparticulas). Os resultados de espectroscopia por
infravermelho sugerem que substincias presentes no extrato atuaram como agentes redutor
(proteinas) e estabilizante (4cido galico e as aminas alifaticas). Andlises topograficas por
microscopia de for¢a atomica (AFM) mostraram que as nanoparticulas apresentaram um
formato triangular, com tamanho médio de 85nm. A sintese de nanoparticulas de ouro mediada
por extrato vegetal pode substituir alguns métodos fisico-quimicos usados atualmente para a
producao de nanoparticulas. Em conclusao, o 4. occidentale ¢ uma excelente alternativa para a
sintese de nanoparticulas de ouro ambientalmente aceitdvel e bom candidato a varias aplicagdes
biomédicas.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro, Anacardium occidentale, biossintese, extrato aquoso.



ABSTRACT

One of the areas of science that has gained prominence and development in the last decades
was Nanotechnology, which consists of the production and manipulation of nanometer-scale
materials. A material is considered nanoparticulate if it is in the range of 0.1 to 100 nanometers
(Inm = 10 m). In particular, gold nanoparticles have become a strong candidate for large-scale
use in biomedicine due to the possibility of immobilization of biologically active molecules
(process known as functionalization) with therapeutic use on their surface. Biosynthesis is the
process that uses organisms or parts of them, replacing the chemical reagents, being a low cost
alternative, safe to the human being and sustainable, since it minimizes the risks of damage to
the environment in the manufacture of biomaterials. The present work had the objective of
producing (biosynthesis) and functionalization of gold nanoparticles from tetrachlorouric acid
with active biomolecules present in the aqueous extract of healthy leaves of the species
Anacardium occidentale L. For the preparation of the extract, 10 g of leaves freshly collected
(fragmented into small pieces) were infused into 100 ml of ultrapure water and kept under
stirring for 5 minutes at room temperature. Subsequently the infusion was filtered to obtain an
aqueous extract. A 10 mL aliquot of the extract was added to 30 mL of a solution of HAuC/s
(2.5x10* M) under stirring. The formation of the gold nanoparticles occurred in less than 1
minute, verified by the change in coloration of the solution (from golden to reddish). The
solution was centrifuged several times for the extraction of gold nanoparticles. The physico-
chemical characterization of the nanoparticles was done by spectrometric characterization
methods in the ultraviolet-visible region (where the solution showed an absorption peak of 531
nm, indicating the formation of Au nanoparticles) and in the infrared region (which indicated
the immobilization of nanoparticle extract biomolecules). The results of infrared spectroscopy
suggest that substances present in the extract acted as reducing agents (proteins) and stabilizing
agents (gallic acid and aliphatic amines). Topographic analyzes by atomic force microscopy
(AFM) showed that the nanoparticles had a triangular shape, with an average size of 85nm. The
synthesis of gold nanoparticles mediated by plant extract may replace some physicochemical
methods currently used for the production of nanoparticles. In conclusion, 4. occidentale is an
excellent alternative for the synthesis of environmentally acceptable gold nanoparticles and a

good candidate for several biomedical applications.

Key words: Gold nanoparticles, Anacardium occidentale, biosynthesis, aqueous extract.
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1. INTRODUCAO

Uma area da ciéncia que ganhou muito destaque e desenvolvimento nas ultimas décadas
foi a dos materiais nanométricos (SANCHEZ et al., 2005). A produ¢do e manipulagdo de
materiais em escala nanométrica € conhecida como Nanotecnologia (SAHOO et al., 2007). A
bilionésima (1x10) parte do metro corresponde ao nandmetro (nm). Um material é
considerado nanoparticulado se estiver na faixa compreendida entre 0,1 a 100 nandmetros. O
uso do termo Nanoparticula (NP), literalmente falando, compreende uma particula que, nao
importando sua constitui¢do, forma, tipos de interagdes e aplicacdes, exibe um tamanho
nanométrico. Entretanto, ndo existe uma regra consensual entre os cientistas para tal defini¢ao.

Nesta escala, os objetos apresentam propriedades fisico-quimicas bastante diferentes,
em oposicao aos seus constituintes quando estdo em tamanhos maiores (CHAU et al., 2007). O
motivo para tal comportamento ¢ a grande relacdo entre a superficie/volume, proporcionando
uma alta reatividade desses compostos.

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia interdisciplinar, envolvendo multiplas éareas do
conhecimento, promovendo novas oportunidades para aplicagdao de resolugdes de problemas
cotidianos; desde as tecnologias da informagdo ao campo das ciéncias médicas (HARRISON,
2007). As nanoparticulas (NP) exercem uma forte influéncia, especialmente na farmacologia.
Um campo bastante promissor ¢ a manipulacao de farmacos nanoestruturados para criagao de
sistemas conhecidos como drug delivery (BARRATT, 2000). Conhecer e entender os
mecanismos fisico-quimicos das nanoparticulas e como elas podem interagir com os sistemas
vivos, pode auxiliar no enfretamento de problemas de saude, especialmente os causados por
microrganismos.

Particularmente, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) tornaram-se uma forte “candidata”
para uso em larga escala na biomedicina, pois possuem varias possibilidades de aplica¢des
biologicas, como testes de diagnostico, ablagdo térmica, carreadoras de farmacos para o local
de a¢do e radioterapia (HAMOUDEH, et al., 2008). A utilizacao das AuNPs como veiculo para
a entrega de drogas dentro das células ¢ uma das mais bem conhecidas e exploradas aplicagdes
(SPERLING et al., 2008). Tal mecanismo utiliza biomoléculas adsorvidas na superficie das
AuNPs, processo conhecido como funcionalizagdo. O mecanismo de fabricagdo de
nanoparticulas, depende de varios fatores, especialmente para o fim de aplicacdo e o tipo de
nanoparticula especifica. Em sentido amplo, existe duas abordagens: top-down e bottom-up. A

primeira se utiliza de métodos fisicos, como a nanolitografia, para construir as nanoparticulas
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a partir do material bulk para estagios de escalas menores. Ja a segunda abordagem emprega
reacdes quimicas para criar o nanomaterial atomo a &tomo (GORUP, 2010). Ambos processos
possuem a desvantagem de utilizarem solventes toxicos, gerando residuos com riscos para a
satide humana e para o ambiente, além de serem metodologias caras (CAUERHFF e CASTRO,
2013). Em face de tais argumentos, emerge a necessidade de buscar abordagens alternativas
que sejam viaveis, do ponto de vista econdmico, seguras para o ser humano e com baixo ou
nenhum risco de prejuizo para o meio ambiente, e a sintese verde, ou biossintese, ¢ uma
alternativa interessante.

Segundo Iravani (2011), a sintese verde, ou biorreducdo, de NPs ¢ um processo que
utiliza organismos, ou partes deles (como, biomoléculas, células, tecidos ou 6rgaos), em
substitui¢do dos reagentes quimicos, nos processos de sintese de nanocompostos, apresentando-
se como uma alternativa econdmica e sustentavel. Extrato de plantas como rota para sintese
verde ¢ o método mais facil de sintetizar nanoparticulas (RAI, 2013). A reducao de um ion
metalico a partir de extratos vegetais ja era conhecida desde o inicio do século XX, apesar do
processo ainda ndo ser totalmente elucidado (MITTAL et al., 2013). Sabe-se que a biossintese
por plantas, também chamada de fitossintese, ocorre por uma combinagdao de biomoléculas
como aminodacidos, proteinas, polissacarideos, flavonoides, acido tanico e terpenoides
(AKHTAR et al., 2013).

A cultura do caju ¢ uma das atividades agricolas mais importantes do nordeste brasileiro,
importante objeto de exportacao, gerando renda para a populagdo rural. O cajueiro pertence a
familia Anacardiaceae, género Anacardium. E uma planta tipicamente tropical, perene,
crescimento continuo, alcangando até 20 m de altura (SANTOS, 2007). Ha relatos sobre suas
propriedades antimicrobianas (SILVA, 2007), anti-inflamatoria (DAVIS et al., 2007,
VANDERLINDE et al., 2009) e antioxidante (BROINIZI, 2007, 2008).

Apos a sintese, as NPs sdo caracterizadas por técnicas de Espectroscopia na regido do
ultravioleta e visivel para sua identifica¢do, espectroscopia na regido do infravermelho para
possivel identificagdo de compostos organicos e visualizagdo da sua morfologia por
microscopia de forca atomica. Todos equipamentos estdo disponiveis no Laboratorio de
Engenharia de Materiais e Simulagdao de Sobral (LEMSS) da Universidade Federal do Ceara,
Campus Mucambinho, Sobral - CE.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nanoparticulas

Nao existe uma normatizagdo internacional para definir o conceito de nanoparticula. O
uso consensual de que qualquer material que esteja na faixa de compreendida entre 0,1 a 100nm
¢ considerado uma nanoparticula (EUSTIS e EL-SAYED, 2006). Existe uma variedade de tipos
de nanoparticulas, oferecendo uma gama de possibilidade de compreensdo dos fenomenos
fisico-quimicos que sdo completamente diferentes devido a grande relagao superficie/volume
(THURMAN, 2007). A alta reatividade dos materiais em escala atdmica favorece uma nova
dimensdo das aplicacdes de tais materiais, no campo da biomedicina, engenharia de materiais,
microeletronica etc. Os tipos de NPs podem ser melhor compreendidas conforme a ilustragao

abaixo:

Figura 1 — Tipos de Nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de ALCALA-ALCALA ¢ QUINTANAR-GUERRERO (2014).

As nanoparticulas podem ser classificadas em inorganicas e organicas (HORN e
RIEGER, 2001). Nanoparticulas inorganicas, como ouro ¢ magnetita, tem sido descrita na
utilizacdo no diagnostico e na terapia contra certos tipos de cinceres (GANTA, 2008). As
nanoparticulas metalicas de ouro, objeto de investigacao do presente trabalho, serao detalhadas
na proxima se¢do. Abaixo segue uma breve nota explicativa sobre cada tipo de NPs descritas

na Figura 1.
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As nanoparticulas poliméricas exibem um potencial para atuar como agentes
carreadores de farmacos, devido sua superficie ser facilmente modificada por meios quimicos,
possibilitando a incorporacdo de drogas, de compostos de imageamento para ressonancia
magnética, anticorpos para reconhecimento de forma especifica de células cancerosas,
(FRECHET, 2011).

As nanoparticulas lipidicas so6lidas (NLS), também conhecidas como nanoesferas
lipidicas solidas, sdo encontradas em um intervalo de 50 a 1000 nm. Estas sdo produzidas
utilizando varios tipos de lipidios acidos saturados, com misturas de glicerideos e/ou ceras, que
sdo passivadas por surfactantes compativeis anionicos ou cationicos (WONG, 2011).

Os lipossomas sao pequenas bolsas formadas por duas camadas de membranas
fosfolipidicas na por¢do externa. Sua natureza anfipatica, facil funcionalizagdo, e
biocompatibilidade viabiliza a utilizagdo dessas nanoparticulas como carregadores de farmacos
em terapias quimicas (CHAN, 2009).

Os pontos quanticos (PQs) sdo nanocristais de materiais semicondutores que emitem
fotons quando excitados por uma fonte de luz como um laser (AZZAZY, 2006). Os quantum
dots, como também sdo conhecidos, possuem um espectro de excitacao, que vai do ultravioleta
ao vermelho, com boa estabilidade (YEH, 2005). Os PQ’s podem ser utilizados como
marcadores de virus e células cancerosas, com certas modificagdes na superficie, para diminuir
sua hidrofobicidade (GUO, 2005).

Nanotubos de carbono (NC) sdao configuragdes hexagonais de carbono que formam
pequenos cilindros. Eles possuem um didmetro de poucos angstrons (10'°m) a 100nm e podem
ter varios centimetros de comprimento (DAIL 2001). A variedade de aplicagdes, dos NC, altera
de acordo com o proposito, assim, a necessidade de controlar as morfologias apropriadas para
sua utilizagdo, que vai desde a eletronica a bioldgica (HERBST et al., 2004).

Ja os dendrimeros sdo macromoléculas estruturais poliméricas, agrupadas em um nucleo
com ramificagdes. Podem ser utilizados como sensores eletronicos até utilizados como veiculos
de farmacos. Outra caracteristica destas moléculas ramificadas ¢ sua capacidade de armazenar
cargas, podendo se configurar como baterias moleculares, (RONCONI, 2008).

A sintese de NP varia de acordo com propdsito. As duas metodologias empregadas na
producdo das nanoparticulas sdo: top-dow e bottom-up. O primeiro consiste, na construcao de
estruturas nano, a partir de um material de tamanho elevado, por meio de processos fisicos
(moagem por exemplo). Ja o segundo tipo, o material ¢ “montado” atomo a 4tomo, molécula

por molécula (LOOS, 2014), exemplificado na Figura 2.
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Figura — 2: Esquema ilustrativo das vias Top down e Botton up na obtengdo de nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de RAWAT (2015).

As NPs, ap6s serem produzidas, necessitam de uma protecdo para que elas ndo se
agreguem, evitando a formagao de estruturas aglomeradas, aumentando o tamanho e formando
precipitados tendo uma pequena vida util (GARCIA, 2011). A alta reatividade das NPs, leva a
necessidade de estabilizacdo das particulas. Quando ndo estabilizadas, elas geralmente passam
por um procedimento conhecido como amadurecimento de Ostwald (Ostwald ripening), indo
para um estado energeticamente mais favoravel, formando grandes blocos (LAMER e

DINEGAR, 1950), demonstrado na Figura 3.

Figura — 3: Mecanismo de amadurecimento de Ostwald.

=

Fonte: Adaptado de FRANZOL (2015).

Na auséncia de um mecanismo estabilizante, pode ocorrer a aglomeracao de pequenas

particulas precipitadas de uma solucao, pois o crescimento tende a diminui¢ao na energia total
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do sistema. Para que ocorra a estabilizacdo das NP ¢ necessario fazer alteracdes eletrostaticas
e/ou estéricas que impecam a formac¢do do bulk (CESARANO, 1988).

A criagdo de revestimentos superficiais nas estruturas impossibilita fisicamente a
agregacao, ¢ conhecida como estabilizagdo estérica. Ja o revestimento com cargas elétricas que
se repelem, € a estabilizacdo eletrostatica (HANG, 2009), como mostra a ilustracdo abaixo da

Figura 4.

Figura — 4: Desenho esquematico dos tipos de estabilizagao de NPs.

(a) (b)

Estratégias de estabiliza¢ao de nanoparticulas: (a) estabilizagdo eletrostatica e (b) estabilizagao
estérica. Fonte: Adaptado de ROUCOUX et al., (2002).

O conhecimento de substancias que ajudam na estabilizacdo das NP ¢ tdo importante
quanto o dominio das técnicas de criagdo das mesmas. Atualmente, muitos compostos quimicos
sao utilizados na fabricagdo das NPs, atuando tanto como agentes redutores como
estabilizadores, criando um problema ambiental, gerando residuos, muitas vezes, toxicos
(GORUP, 2010). Contudo, a expansdo do conhecimento em nanociéncia e nanotecnologias ¢
importante para o desenvolvimento de uma sociedade cientifica mais proxima do cotidiano da
populagdo em geral, promovendo uma melhora na qualidade de vida. Para isso, espera-se que
a producao de conhecimento seja aplicada a resolucdes de problemas de satude, por exemplo,
ndo criando mais problemas. Neste cendrio, surge grande necessidade de buscar rotas
alternativas de fabricagdo mais eficazes, seguras e com baixo impacto ao meio ambiente, € a

sintese verde ¢ uma abordagem promissora.
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2.2 Nanoparticulas de ouro (AuNPs)

O ouro ¢ um material simbolo de riqueza e poder que atrai a atengdo do homem desde a
idade antiga por sua beleza e brilho; além de seu peculiar comportamento quimico como
material inerte, ou seja, ndo reage facilmente com outras substincias. Suas propriedades
medicinais ja eram conhecidas pelos chineses desde de 2.500 a.C. Ja foi descrito que o ouro era
utilizado no tratamento de doengas como sifilis e epilepsia. Ouro coloidal ¢ utilizado até hoje
na India como uma substincia rejuvenescedora e revigorante (BHATTACHARYA e
MUKHERIJEE, 2008). Solugdes coloidais de ouro sdo sistemas interessantes, devido a
facilidade no modo de preparacdo e modificagdes quimicas. Na idade média o ouro coloidal
também era consumido, de forma empirica, no tratamento de diversas doencas, como problemas
cardiacos, diarreia e epilepsia (LEHN, 1988). Os relatos iniciais que versam sobre tal sistema,
datam de épocas do Império Romano, onde nanoparticulados metélicos eram utilizados para
produzir efeitos de cores em vidros e cerdmicas, como, aqueles gerados pela combinagdo de
nanoparticulas de ouro e prata que conferem o efeito luminoso do famoso Calice de Licurgo
(Figura 5), fabricado na Roma antiga, datado do século IV a.C., a cor verde quando visualizado

por reflexao e vermelha quando observado por transmissao da luz (MELO JR, 2012).

Figura — 5: Célice de Licurgo: a esquerda, coloragao esverdeada devido a reflexao da luz e, a
direita, colora¢do avermelhada pela transmissao da luz

Fonte: FREESTONE (2007).

Esse efeito de cores ¢ resultado direto da intera¢dao da luz com as particulas em escala
nanométrica. Um modo simples de se caracterizar uma solucdo coloidal verdadeira ¢

justamente 0 modo como ela interage com a luz. As solugdes comuns mostram um
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comportamento transparente em contraste com as solucdes coloidais que possuem particulas
nanométricas do seu tamanho que interagem fortemente com a luz, gerando um efeito
conhecido como Tyndall (7Tyndall effect) (GENTRY, 1997). Se passarmos um feixe de luz
através da suspensao coloidal, a luz se dispersara pelas particulas, fazendo com que o caminho
do feixe fique visivel. A Figura 6 mostra a interacdo da luz com a solugao coloidal. Nas solugdes
coloidais a relagdo area/volume ¢ elevada fazendo com que as propriedades de superficie sejam
determinantes no comportamento destes sistemas.

Figura — 6: Espalhamento do feixe de laser através do efeito Tyndall, evidencia a presenca de
particulas em suspensao.

Fonte: HEINZERLING e OETKEN (2018)

Pode se dizer que a nanociéncia teve inicio com os trabalhos do cientista inglés Michael
Faraday (MOGERMAN, 1974), quando em 1857, trabalhando com ouro coloidal, desenvolveu
uma técnica que sintetizava nanoparticulas baseado na reducdo de ions dos sais de
tetracloroauto (III) em solugdo basica, que posteriormente a técnica fora melhorada e
aprimorada por outros cientistas, como Turkevich (TURKEVICH et al., 1951) e Brust (BRUST
et al., 1994).

As nanoparticulas de ouro exibem uma colorag¢ao avermelhada, em contraste com o ouro
metalico em estado macrométrico que exibe a coloragdo dourada. Isso ¢ devido a reducdo do
tamanho da particula e o aumento da area superficial que cria um fendmeno conhecido como
ressonancia plasmonica de superficie (RPS), que ¢ basicamente uma oscilagdo coletiva de
elétrons das nanoparticulas metalicas (HICKS et al., 2002). Quando ocorre a formagao do

plasmon, ha separacdo das cargas elétricas na nanoparticula, justamente por conta da oscilagao
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(PEREIRA, 2009). A Figura 7 demonstra o que a oscilagdo coletiva dos elétrons promove o

comportamento do plasmon de superficie.

Figura — 7: Escala de cores das nanoparticulas em fung¢do do tamanho e do plasmon de
superficie. A esquerda, solu¢des de ouro contendo nanoparticulas com range de 18 a 250nm e
a direita, a oscila¢ao dos elétrons na superficie das NP.

Fonte: Adaptado pelo autor de: DI GIUSEPPE (2013) e LIZ-MARZAN (2004).

Quando o feixe de luz incide sobre a solugdo na mesma frequéncia dos plasmon de
superficie, ocorre a producdo de grandes oscilagdes eletronicas na particula, responsaveis pelo
espalhamento ou absorcdo do feixe de luz irradiado (HICKS et al., 2002). A coloracdo das
AuNPs, como mostrada a esquerda, da Figura 7, é devido a banda de absor¢ao na faixa de ~500
a 560nm. A intensidade da coloragdo varia de acordo com o tamanho das AuNPs (BASTUS,
2011). Apesar da forma esférica seja a mais termodinamicamente estavel, existem outros tipos
de coloides de ouro que ndo exibem a forma esférica. Estas sdo conhecidas como particulas
anisotropicas. Algumas nanoestruturas anisotropicas ja sdo bem relatadas na literatura,

destacando-se os nanocubos, forma de estrela, nanorods e os nanotridngulos.

Figura — 8: Imagens MET representativas de nanoestruturas de ouro: esferas (A); cubos (B);
estrelas (C), rods (D) e triangulos (E).

3ot

Devido as suas peculiares propriedades fisico-quimicas, as AuNPs vém ganhando cada

vez mais espaco no meio das pesquisas académicas, envolvendo multiplas éareas do
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conhecimento, na exploracdo das caracteristicas Optico-eletronicas e magnéticas, promovendo
as mais diversas possibilidades de aplicagdo, como desenvolvimento de biossensores e
carreadores de farmacos (PAGE, 2004). Em 2004, Wang e colaboradores criaram um método
de imobilizagdo de biomateriais em AuNPs de 15 nm. No caso especifico deste estudo,
nanoparticulas de ouro foram sintetizadas e conjugadas com biomoléculas ativas do extrato
aquoso das folhas do cajueiro, criando um nanocompoésito, que dentro das melhores

perspectivas e pesquisas posteriores, poderia ser um agente terapéutico contra o 7. cruzi.

2.3 Sintese de AuNPs

2.3.1 Sintese quimica via citrato

A abordagem utilizada na sintese quimica de AuNPs é conhecida como bottom-up, na
qual um sal metalico pretendido (HAuCls — 4cido tetraclorodurico, por exemplo), ¢ reduzido na
presenca de agente redutor forte, para gerar atomos de ouro, que sdo a base de constru¢ao da
particula. A sintese de AuNPs foi inicialmente sistematizada pelo método da reducdo por
citrato, descrito por Turkevich et al. em 1951 (Figura 9), onde uma solu¢do do sal acido
tetracloroaurico (IIT) em solucdo aquosa e de citrato de so6dio (agente redutor e estabilizante) ¢
levada a fervura, sob agita¢io, onde o sal de ouro (Au™) é reduzido a ouro metélico (Au®).

Ressaltando que a reacdo depende de fatores como concentragdo, pH e temperatura.

Figura — 9: Reacdo de reducdo do HAuC/s por citrato.
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Fonte: Adaptado de GASIOREK et al. (2015)

Segundo o modelo de LaMer e Dinegar proposto na década de 1950, ocorrem trés etapas
durante a formacao das nanoparticulas: uma pré-nucleagdo, a nucleacdo e o crescimento O
processo de nucleacdao ainda ndo ¢ muito bem esclarecido, mas ¢ o modelo mais aceito. Ele
sugere que a concentragdo de atomos para a nucleagdo aumenta conforme o sal metalico ¢
reduzido, por seguinte, a nucleagdo minima dos atomos ¢ alcangada levando a agregacdo de
pequenos nucleos, aglomerados, que crescem de forma rapida (XIA et al., 2009). A Figura 10

demonstra com mais clareza os termos citados anteriormente. As propriedades das
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nanoparticulas estdo relacionadas com as etapas de nuclea¢do e crescimento. O equilibrio
termodindmico ¢ obtido pela unido dos atomos reduzidos presentes no meio reacional,
formando os clusters. O soluto migra para a superficie do cluster, dando inicio a etapa de
crescimento (EASTOE; HOLLAMBY; HUDSON, 2006).

Figura — 10: Ilustracdo grafica onde se observa as etapas do processo de formacdo das
nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de GORUP (2014)

Partindo-se de uma solucdo insaturada em elementos precursores do sal metalico, a
concentragdo do soluto ¢ menor que a concentragdo de supersaturagdo critica, onde ndo ocorre
a formacao de precipitado. Aplicando-se uma ativagao de agentes precipitantes, como por
exemplo, hidrélise ou oxidagdo-reducao, aumenta a concentracao das espécies precursoras que
supera os valores da solubilidade de equilibrio. Ao atingir a concentracdo de saturagdo minima
(Cmin — Figura 8), tem-se o inicio da nucleacdo. As nanoparticulas sdo obtidas pela agregacdo
de particulas menores sem que ocorra o crescimento por difusdo (GORUP, 2014).

As diversas interacdes entre a fase dispersa (particulas) e a dispersante (solvente) ¢
importante para estabilidade do coloide. No caso especifico das AuNPs, a interagdo entre as
fases ¢ indireta. Adiciona-se substancias, estabilizantes, que evitem essa interacdo direta. As
principais interagdes de superficie sdo as forgas de van der Waals, a repulsdo eletrostatica e
repulsdo estérica.

A fabricacdo quimica de AuNPs pelo método do Citrato, ¢ a técnica mais viavel, do
ponto de vista econdmico, versatil, reprodutivel e que pode ser adaptado para produgdo em

larga escala (ZANCHET, 2000). Este procedimento, cria nanoparticulas com tamanho de
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aproximadamente 20 nm com certa homogeneidade. Pode-se controlar o crescimento das
AuNPs, regulando a temperatura, tempo, concentragcdo do agente redutor, pH, criando NPs de
20 a 100nm de didmetro. As nanoparticulas de ouro produzidas por esta via, sdo as mais
estudadas, que sdo amplamente utilizadas nas mais diversas areas do conhecimento (AHMAD
et al., 2013; PAL et al., 2013; PRADO et al., 2014). Outra vantagem nesta técnica ¢ que o
agente redutor, a molécula de Citrato, além de ser atoxica, ela ainda atua como agente
estabilizante das NPs, criando AuNPs estaveis. O citrato aderido a superficie da particula forma
uma camada elétrica, mostrado na Figura 11, que interage com o dispersante ¢ impede a

agregacao das particulas e sua precipitacao (GORUP, 2014).

Figura — 11: Estabilizacdo eletrostatica da AuNP por Citrato.
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Fonte: Adaptado de BAHADUR et al. (2014).

As nanoparticulas podem ser produzidas utilizando varios métodos, tais como quimicos,
eletroquimicos, fotoquimicos, radiagdo gama, ablagdo a laser, reducao quimica, reducdo em
foto micelas reversas dentre outros. Porém, essas técnicas sdo caras, utilizam substancias
toxicas, muitas vezes ndo compensando executar tais processos (CAUERHFF e CASTRO,
2013). No presente século, ¢ interessante e inteligente produzir nanomateriais sem agredir o
ambiente. Dubey e colaboradores (2009) destacam que no mesmo ritmo em que se desenvolve
novos compostos € novos métodos fisicos, a preocupacdo com o ambiente também aumenta,
pois, a nanotecnologia, com a sintese de nanoparticulas, produz-se grande quantidade de
subprodutos que podem ser prejudiciais ao ambiente. Por estes e outros motivos, pesquisas na
area de biossintese de nanomateriais, ¢ a preocupacao e o foco desse trabalho, em desenvolver
uma nova rota tecnoldgica de sintese de AuNPs sem afetar o ambiente, utilizando recursos

naturais proprios da regido.
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2.3.2. Sintese verde

A sintese verde ¢ um processo de producao de bionanomateriais, onde se utiliza
organismos, ou partes deles (como, biomoléculas, células, tecidos ou Orgdos), como
substituintes de reagentes fisico-quimicos, apresentando-se como uma opg¢ao economicamente

viavel e ambientalmente sustentavel (IRAVANI, 2011), exemplificado na Figura 12.

Figura — 12: Ilustragdo mostrando diferentes fontes biologicas que variam de biomoléculas,
drogas, plantas e microrganismos que sao utilizados na biossintese de nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de SHAH et al., (2014).

Preocupagdes com a natureza, assim como o desenvolvimento sustentavel e os impactos
ambientais causados pela exploracdo e producdo de tecnologias essenciais para a sociedade,
tém estimulado um crescente nimero de pesquisas objetivando o aperfeigoamento de técnicas
de produgdo menos danosas ao ambiente. Harmonizar os principios da sintese verde, em
conjunto com a nanotecnologia, garante a redu¢do dos possiveis danos que tais sistemas possam
causar a saude humana e ao ambiente. Essa via de sintese utiliza solventes de baixa toxicidade

ou nula. Além disso, as NPs produzidas por essas rotas, exibem uma boa biocompatibilidade.
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Nesse processo, proteinas e outras biomoléculas, atuam na redugdo e capping,
promovendo a estabilidade das nanoparticulas produzidas. Entretanto, questdes importantes
precisam ser investigadas, como quais proteinas atuam na formagdo e estabilizacdo e como
ocorre de fato o mecanismo de formagao das nanoparticulas (RAIL 2013). A biossintese a partir
de extrato vegetais ¢ uma das abordagens mais simples de produzir nanoparticulas. A literatura
relata exemplos de sintese de nanoparticulas a partir de extratos de folhas, como Pelargonium
graveolen (SHANKAR, et al., 2003), Aloe vera (ANJUM et al., 2016), Cinnamomum camphora
(HUANG et al., 2007), Opuntia ficus (GADE et al., 2010), Camellia sinensis (LOO, et al.,
2012), Hibiscus rosa sinensis (PHILIP, 2010), Allium cepa (SAXENA, et al., 2010) etc. Uma
das principais vantagens desta metodologia em relagdo a abordagem quimica ¢ que, como ja
citado, os vegetais sintetizam metabdlitos que reduzem os ions metalicos e aderem a superficie
das NPs, conferindo-lhes propriedades distintas como boa estabilidade, grande rendimento e
baixo custo (MITTAL et al., 2013). Segundo Rai (2013) a sintese de nanoparticulas utilizando

plantas ¢ um tema para uma ampla verificacao.

2.3.3 Extratos vegetais

A utilizagdo de extrato de plantas como rota para sintese verde ¢ o método mais facil
para sintetizar nanoparticulas. A fitossintese, biossintese por plantas, acontece por uma acao
conjunta de biomoléculas como aminodcidos, proteinas, polissacarideos, flavonoides, acido
tanico e terpenoides (AKHTAR et al., 2013). Os extratos vegetais, segundo Murthy e colegas
(2002), exibem desvantagens, como a instabilidade e também, quando estdo em solugdo,
oxidam, perdendo atomos de hidrogénio. Fatores como pH e concentracdo de oxigénio,
interferem na estabilidade dos extratos vegetais. Um ponto importante de se observar, no que
se refere a sintese verde, utilizando extratos de plantas, ¢ que, estruturas diferentes da planta,
(caule, folhas, raizes, frutos etc.) apresentam concentragdes de compostos fitoquimicos
diferentes, variando de acordo com fatores ambientais (como umidade, temperatura, tipo de
solo, luminosidade, CO», O; etc.) e com o estresse ao qual a planta possa estar submetida. Nesse
sentido, Kumar e Yadav (2009), sugere uma combina¢do dos compostos quimicos € as partes
da planta selecionada, podem interferir na eficiéncia do extrato na sintese das nanoparticulas.

A escolha de extratos provenientes das folhas, pelo fato de ser a via mais comum e uma
das mais relatadas na literatura para a sintese de nanoparticulas, foi a rota que mais se adequava

as condi¢des de realizagao do trabalho em nosso laboratério. Existem outros trabalhos relatando
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0 uso de cascas (SATHISHKUMAR et al., 2009), sementes (VIJAYARAGHAVAN et al.,
2012), flores (NETHRADEVI et al., 2012) e frutos (QUELEMES et al., 2013).

Dependendo da parte da planta utilizada para fazer o extrato, pode-se alterar algumas
caracteristicas da reacdo em si ¢ das nanoparticulas formadas. A comparacao da composi¢ao de
extratos de folhas e de sementes de jamelao (Syzygium cumini) na produgdo de nanoparticulas
de prata, teve como resultado nanoparticulas esféricas com didmetros diferentes, fato atribuido
a quantidade de polifendis dos extratos, sugerindo que diferencas nas propriedades das
nanoparticulas, dependem da parte da planta utilizada (KUMAR et al., 2010). A Figura 13

exemplifica 0 modelo de uso de partes das plantas na obtengdo de nanoparticulas.

Figura — 13: Esquema de crescimento de nanoparticulas a partir de certas partes vegetais.

BIORREDUCAD

NUCLEACAO

seensesieres Moléculas
dos extratos
vegetais

i 3+
fons de Au

V

Nanoparticula com -
propriedades

Fonte: Adaptado de SILVA (2014).

Outros fatores sdo importantes destacar pois alteram o processo da reagdo quimica,
como tipo de solvente utilizado (KUMAR et al., 2010), estagio de desenvolvimento da planta
(NABIKHAN et al., 2010), condigdes ambientais da planta, tipo de extrato utilizado (seco ou
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fresco) (FAROOQUI, 2010), concentragdo dos reagentes, pH, temperatura (AKHTAR et al.,
2013). O grau de desenvolvimento do vegetal também pode influenciar o perfil das
biomoléculas. Com a planta Sesuvium portulacastrum L., a utilizagao do extrato de folhas do
broto foi mais eficiente na sintese de NPs quando comparada com folha adulta (NABIKHAN
etal., 2010).

O ouro ¢ o metal de escolha para a sintese verde de nanoparticulas no presente trabalho
a partir de extratos de vegetais utilizando folhas de Anacardium occidentale L. Porém, outros
metais sdo utilizados na fabrica¢do de nanoparticulas, como prata, platina e paladio. A Tabela
1 expde o assunto ja explorado por outros autores, sobre a sintese de nanoparticulas, utilizando

extratos feitos a partir de folhas de plantas. Alguns autores mencionados tiveram o0s seus

resultados analisados e os seus resultados utilizados ao longo da pesquisa.

Tabela — 1: Biossintese de nanoparticulas a partir de extrato de folhas vegetais.

TAMANHO AGENTES

PLANTA DAS NPs (nm) FORMA REDUTORES REREFERENCIA
A j - ., .
na'cardzum 3als esférica polidlcoois (SHENY et al., 2011)
occidentale
Azadirachia 5235 esférica AGUCATES € SHANKAR et al., 2004)
Indica terpenoides
Aloe vera 19a40 esférica --- (CHANDRAN etal.,
2006)
Chenopodium L. . - (DWIVEDI e GOPAL,
Album 12 esférica acido oxalico 2011)
Eucalyptus . flavonoides e
: 1 ] .
Hybrida >als0 cbica o enoides  (DUBEY etal,2009)
triangular,
Prosopis pentagonal .
. flavonoides e
Juliflora 35260 e VORole (RAJA etal., 2012)
terpenoides
hexagonal
Solanum 14 esférica carboxilatos (GOVINDARAIJU et al.,
Torvum 2010)
Ocimum ros (JAYASEELAN e
eliptico e . .
canum 95 esférico polifenois RAHUMAN, 2012)
Syzy grm 29 esférico polifenois (KUMAR, et al., 2010)
Cumini
Sesuvium L. proteinas e (NABIKHAN et al.,
5a20 esférico .
portulacastrum terpenoides 2010)

Fonte: Adaptado de Albernaz (2014).
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2.4 Planta de interesse: Anacardium occidentale L.

A escolha do Anacardium occidentale L. como vegetal para a sintese verde de
nanoparticulas ndo foi aleatéria. A literatura relata suas atividades antimicrobianas (SILVA,
2007; LIMA et al., 2000; SOUZA et al., 2006 e TRABULSI FILHO, 2013), anti-inflamatéria
(DAVIS et al., 2007; VANDERLINDE et al., 2009; RUNNIE et al, 2004) e antioxidante
(BROINIZI, 2007, 2008; NOVOA, 2007; CHAVES, 2010). Levou-se em conta a
disponibilidade estudos ja relatados sobre a aplicabilidade de insumos de partes do cajueiro,
utilizados na sintese de NPs (SHENY et al., 2011, 2012 e 2013). Principalmente, a escolha do
cajueiro como objeto de estudo, ¢ devido a sua ampla disponibilidade geografica no Nordeste
e, especialmente, sua importancia social e econdmica para o Estado do Ceara.

A cajucultura € uma das principais atividades agricolas do nordeste brasileiro, onde os
estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte, lideram a producdo de castanha, importante
objeto de exportagdo, gerando renda para a populagdo rural. O cajueiro (Figura 14) pertence a
familia Anacardiaceae, género Anacardium. E uma planta tipicamente tropical, perene,

crescimento continuo, alcangando até 20 m de altura (SANTOS, 2007).

Figura — 14: A. occidentale. Detalhe das folhas com inicio da formacao da inflorescéncia.

Fonte: proprio autor (2018).

O A. occidentale L. ¢ encontrado em varios outros paises, como ndia, Brasil,
Mocambique e Tanzania (PERTINARI e TARSITANO, 2002). O caju (pedunculo floral) ¢ a

parte mais atraente da arvore, de aparéncia exdtica, com graduacdes de cores que vao do
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vermelho ao amarelo, apresenta elevado teor de vitamina C e grande valor nutricional. Contudo,
ainda ¢ insignificante o aproveitamento da matéria-prima potencialmente disponivel
(AGOSTINI-COSTA et al., 2004). A améndoa da castanha do caju (ACC), a verdadeira fruta
do cajueiro, ¢ utilizada pelos consumidores em sua alimentacdo, juntamente com o liquido da
casca da castanha (LCC), constitui o principal produto de exportacao, que serve como matéria
prima para produgao de compostos fenolicos, utilizado na indastria automotiva, além de possuir
atividades medicinais, como antissépticas, vesicantes e vermifugas (SANTOS, 2007). Em sua
composi¢ao, o caju exibe uma importante fonte de nutrientes, ele possui carboidratos, taninos,
sais minerais, vitaminas e acidos organicos. Segundo Fujita (2008), no fruto (castanha), a casca
possui acido anacardico, cardol, anacardol, taninos, flavonoides, acido galico, acido siringico,
galocatequina. Na pelicula que envolve a améndoa possui epicatequina, beta-sitosterol. A
semente (améndoa) exibe proteinas, minerais, esteroides, triterpenoides, tocoferdis. Ja o
pseudofruto exibe certas concentracdes de taninos, dgua, agucares, proteinas, vitamina C,
acidos organicos, carotenoides e fibras. Ja as cascas e folhas apresentam fendis, flavonoides,
esteroides, saponinas, gomas, catequinas, taninos, resinas e corantes. De acordo com Melo
(2002) A. occidentale L. possui onze classes distinta de metabodlitos secundarios onde,
majoritariamente, os principais responsaveis pelas acdes farmacologicas sdo os taninos. Sabe-
se que o cajueiro ¢ usado por populares como anti-inflamatério e contra disenteria (MORTON,
1987). Kozubek e colaboradores (2001) relata propriedade antifiingicas, antibacterianas e
antitumorais.

Alguns fatores como solo, safra, maturacdo e condi¢des climaticas, podem afetar a
composicdo quimica e a qualidade nutricional do cajueiro (PINHEIRO, 2008). Melo e
colaboradores (2001) concordam que altera¢des bioquimicas dos frutos sdo alteradas durante a
colheita.

Deve-se considerar certos fatores para a preferéncia da planta como possivel candidata
a biossintese. A familia Anacardiaceae, destaca-se pela quantidade de pesquisas relativas a
composicdo quimica de suas espécies, atividades biologicas de seus extratos e metabolitos e
pela presenga dos compostos fenolicos e catecdlicos, ou a mistura destas substancias,
denominados lipidios fendlicos, especialmente o género Anacardium (PORTO et al., 2008).

Foram identificadas nas folhas de A. occidentale L. a presenga de taninos hidrolisaveis,
fenois, flavonas, flavonois, xantonas, chalconas, auronas, flavononois, catequinas e alcaloides,
utilizando extrato etandlico, sumarizado na Tabela 2, onde o sinal de (+) indica a presenca dos

compostos € o sinal (-) indica sua auséncia. Resultados semelhantes aos encontrados por
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Bouzada e colaboradores (2009) confirmando a presenca de alcaloides, triterpenos, taninos,

flavanoides e antraquinonas, nas folhas do cajueiro.

Tabela — 2: Prospec¢do quimica de Anacardium occidentale L

PROSPECCAO QUIMICA FOLHA
Teste para taninos e fendis ++
Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides. --+
Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas S
Teste para flavonois, flavanonas,flavanonois e xantonas +-++
Teste para alcaloides. +

Fonte: Adaptado de SANTOS (2011).

Uma possibilidade interessante ¢ observar a eficacia do mecanismo de sintese e a
potencialidade do extrato agir como biorredutor do sal metalico e atuar no recobrimento da
particula. Adicionalmente, o valor medicinal agregado, e uma ampla distribuicdo geografica
também tornam o seu uso mais atrativo (ALBERNAZ, 2014). Foram realizados estudos quanto
as propriedades bioldgicas de A. occidentale com extratos obtidos com o fruto (KUBO et al.,
2003; KANNAN et al., 2009), pseudofruto (MUROI; KUBO, 1993), folhas (DAHAKE et al.,
2009), casca (ARAUJO et al., 2009) e com a goma (TORQUATO et al., 2004). Ainda no se
tem relatos de atividades com as flores do cajueiro. Varias propriedades medicinais ja foram
relatadas com extratos e compostos isolados das partes aéreas do cajueiro. Outras atividades

biologicas do cajueiro e as respectivas referéncias estdo listadas na Tabela 3.

Tabela — 3: Principais atividades biologicas do A. occidentale.

ATIVIDADE REFERENCIAS

Antiacne (KUBO et al., 1994)
Antidiabética (SILVA; GUERRA, 2009)
Antigenotoxica (BARCELOS et al., 2007)
Anti-helmintica (AISWARYA et al., 2011)
Anti-inflamatéria  (VANDERLINDE et al., 2009)
Antileishmania (BRAGA et al., 2007)
Antimicrobiana (DAHAKE et al., 2009)
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Tabela — 3 (Continuacao): Principais atividades biologicas do 4. occidentale.

ATIVIDADE REFERENCIAS
Antimutagénica (MELO-CAVALCANTE et al., 2008).

Antiofidica (USHANANDINI et al., 2009)
Antioxidante (OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS, 2011)
Antitumoral (FLORENCIO et al., 2007)
Antiulcerogénica | (KONAN; BACCHI, 2007)

Antiviral (GONCALVES et al., 2005)
Gastroprotetora (MORALIS et al., 2010)
Inseticida (OLIVEIRA et al., 2011)

Moluscicida (LAURENS et al., 1987; SOUZA et al., 1992)

Adaptado de SILVA (2012).

A utilizagao da espécie vegetal citada acima, frente aos relatos da sua importancia para
a regido e do potencial biotecnologico dos metabdlitos presentes no cajueiro, que possam ser
conjugados com nanoparticulas de ouro para futuras aplicacdes biomédicas. Sua distribui¢ao
geografica e facilidade de acesso, além der ser uma planta tipica do Nordeste brasileiro, justifica

a exploracdo cientifica e racional dessa matéria prima regional.

2.5 Caracterizacao das AuNPs

Apos a sintese, as NPs precisam ser caracterizadas. A caracterizagdo ¢ uma importante
etapa do trabalho para perceber e controlar a sintese e a aplicagdo. As principais técnicas
utilizadas na caracterizacdo das NPs estdo sumarizadas na Tabela 4. As propriedades 6ticas de

uma NP metalica dependem sobretudo da ressonancia da superficie plasmonica.

Tabela — 4: Principais técnicas utilizadas na caracterizacdo de NPs.

TECNICA APLICACAO Referéncia
Curvas de Estudo das propriedades magnéticas FIGUEROLA et al., 2010.
magnetizacio
DLS Diametro hidrodindmico MAHL et al., 2011.
EDX Composigdo quimica KUMAR e SINGHAL, 2009.

FTIR Identificag@o de grupos funcionais RAVEENDRAN et al., 2006.
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Tabela — 4 (Continuagdo): Principais técnicas utilizadas na caracterizagdo de NPs

TECNICA APLICACAO Referéncia
MEV Anélise morfolégica (forma e tamanho) MAHL et al., 2011.
MET Andlise morfologica (forma e tamanho) MAHL et al., 2011
AFM Andlise morfologica (forma e tamanho) SANTOS, 2007
UV-Vis Identificacdo da amostra KUMAR e SINGHAL, 2009
DRX Identificacdo da estrutura através dos RAVEENDRAN et al., 2006

padrdes de difragao.

Fonte: Adaptado de MIGUEL (2013).

Para este estudo, foram utilizados como abordagem de caracterizagdo a técnica de UV-
Vis (Espectrofotometro JASCO V-630), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (Bruker Alpha) e Microscopia de Forga Atomica (Shimadzu SPM-9700). Todos
equipamentos estdo disponiveis no Laboratorio de Engenharia de Materiais e Simulagdo de
Sobral (LEMSS) da Universidade Federal do Ceara, Campus Mucambinho, Sobral - CE. A
seguir, uma revisao bibliografica do mecanismo de funcionamento das técnicas utilizadas na

pesquisa.

2.5.1 Espectroscopia UV-Vis

A radiagdo ultravioleta e a luz visivel, sdo ondas eletromagnéticas que possuem o
comprimento de onda (A) de ~180 a ~780nm. A espectrofotometria UV/vis € uma técnica que
permite investigar as propriedades eletronicas das nanoparticulas. E amplamente utilizada para
caracterizacdo de nanoparticulas (SADEGHI et al., 2015). Consiste em um método simples e
utilizado na determinacao da formagdao de AuNPs em uma dispersdo, gracas ao fendmeno da
ressonancia plasmonica de superficie (CHAUDHURI e PARIA, 2012). A absor¢ao dependente
do didmetro médio das NPs, possuindo intensidade maior quando as NPs possuem o raio em
torno de 20 nm (GEORGIEYV et al., 2013). O espectro eletromagnético compreende uma faixa
ampla de comprimentos de onda (A) que vai desde o os raios- y (comprimento de ondas

pequenos) as ondas de radio (comprimentos de ondas grandes), conforme detalhado na Figura

15.
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Figura — 15: Esquema ilustrado do espectro eletromagnético: comprimentos de ondas pequenos
(maior frequéncia) a grandes comprimentos de ondas (menor frequéncia).
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Fonte: LINDON et al., (2016).

A radiagdo usada, com energia na faixa entre 36 e 72 kcal/mol (visivel) e 143 kcal/mol
(ultravioleta-proximo), ¢ capaz de energizar elétrons moleculares de uma orbital molecular
ocupada de maior energia (HOMO) para um orbital molecular desocupado de menor energia

(LUMO), transi¢cdes n — n* e m — m*, como demonstrado na Figura 16.

Figura — 16: Possiveis transi¢des moleculares em uma molécula.

A 7 7 7 ) c* (anti"“gante)
n—- c* c»>oc* o
i 7 : n* (anti-ligante)
2 n-n* T+ o* o
el - g e n (ndo-ligante)
7t (ligante)
c-pn*
o (ligante)

Fonte: Adaptado de FERREIRA (2011).

Quando solugdes sdo expostas a radiagdo nessa faixa de frequéncia, um espectro ¢ obtido
com valores de comprimento de onda, onde a intensidade de radiacao (transmitida ou absorvida)
¢ registada. Os resultados sdo apresentados na forma de absorbancia (A = log lo/I, onde lo=luz
incidente e I=luz transmitida) ou transmitancia (T = I/Ip) e o comprimento de onda (1) onde a
absor¢ao ¢ maxima (Amax.) corresponde ao valor caracteristico da amostra. A lei de Lambert-

Beer (A =¢ [ ¢) afirma que a absor¢ao (A) € diretamente proporcional a concentragdo da amostra
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(c), e a distancia percorrida (/); e o coeficiente de extingdo molar (¢), de uma substancia
permitindo comparar diferentes compostos. Os solventes utilizados ndo devem absorver luz
para nao interferir nos resultados (FERREIRA, 2011).

A absorcdo do feixe eletromagnético (por exemplo 50 nm para o Au) gera um campo
elétrico que induz um dipolo elétrico na AuNP criando um plasmon de superficie (PITARKE
et al., 2005) como ja descrito anteriormente e ilustrado na Figura 4. Para particulas esféricas de
pequenas dimensoes, a interagao (intensidade e largura da banda) ¢ descrita pela teoria de Mie
(JAIN et al., 2007). O resultado do espectro pode ser afetado por varios fatores, como o a forma
e o tamanho das particulas, caracteristicas do solvente e pelos tipos de estabilizantes
(MYROSHNYCHENKO et al., 2008). Através dos espectros (Figura 17) obtém-se parametros
importantes como a largura do pico a meia altura (FWHM, full width at half max ou PWHM,
peak width at half max), o valor da absorbancia maxima (Amax) e o comprimento de onda no
maximo de absor¢do (Amax). Com estes dados, pode-se obter informacgdes das solugdes
coloidais em questdo, como tamanho, e formato das AuNPs, dispersao e estado de agregacao

das NPs (BROWN; NATAN, 1998).

Figura— 17: Espectro UV-Vis tipico de solucdo de AuNPs e sua dependéncia da RPS em funcao
do tamanho de NP esféricas. A: Destaque para Amax, Amax e o FWHM; B: Aumento do
diametro nas NP o pico se desloca para a direita.
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Fonte: Adaptado de FONTES (2012) e SOARES (2016).
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2.5.2 Espectroscopia no infravermelho (IR)

A radiagdo infravermelha compreende a parte do espectro eletromagnético localizada
entre a regido do visivel e a das micro-ondas. As vibragdes moleculares, denominadas espectros,
sdo medidas por instrumentos conhecidos como espectrofotdmetro de infravermelho.
Atualmente, os equipamentos baseiam-se na interferometria, conhecida de espectrometria de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), para produzir os espectros. A
espectroscopia FTIR ¢ um método para se obter espectros graficos de absorc¢ao, emissao,
fotocondutividade ou de difracdo de Raman de infravermelhos de um soélido, liquido ou gés.
Uma andlise por FTIR apresenta vantagens em relagdo as demais técnicas, pois recolhe dados
de um amplo espectro medindo a intensidade num intervalo bastante curto de comprimentos de
onda em cada medi¢do. O termo transformado de Fourier ¢ pelo fato de recorrer-se as
transformadas de Fourier (um processo matematico) para converter os dados recolhidos no
espectro de radiacdo. A regido do IR ¢ uma faixa no espectro eletromagnético que vai logo
apos o visivel, 7,8x10”7 m, até aproximadamente 10"* m, entretanto, a por¢io mediana (2,5x10"°
®m a 2,5x10° m) é a mais amplamente utilizada em analises quimicas (SANTOS, 2007).

O ntimero de onda ¢ correspondente ao inverso do comprimento de onda em centimetros
e, sua unidade é dada em cm™'. A regido utilizdvel do infravermelho é a partir de 4000 até 400
cm’!. As moléculas exibem uma certa quantidade de energia em sua estrutura. Quando se irradia
IR, provoca o estiramento e contragdes de suas ligagdes, ou ocorre uma movimentagdo dos
atomos para trds e para frente, entre outras vibragdes moleculares, como detalhado na Figura
16. As vibragcdes moleculares sdo classificadas em deformagdes axiais ou estiramentos e
deformagdes angulares. Nos estiramentos ocorre alteragdo na distancia entre os niicleos dos
atomos, isto €, a distancia € maior ou menor alternadamente. Nas deformagdes angulares ocorre
uma alteracao no angulo da ligagdo com o grupo de atomos (MARIN, 2013).

Uma molécula que possua n atomos apresenta um total de 3» graus de liberdade. Para
moléculas ndo lineares, 3 destes graus de liberdade sdo rotacionais, 3 translacionais e os demais
correspondem a vibragdes fundamentais, o que significa em 37-6 modos vibracionais. Em uma
molécula linear, 2 graus sdo rotacionais e 3 sdo translacionais tendo 3n-5 modos vibrac¢do

(KELLNER et al., 2004).
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Figura — 18: Tipos de movimentacdo molecular provocadas por IR (os sinais + e — sdo
movimentos para cima e para baixo do plano).
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Fonte: Adaptado de SKOOG et al. (2000).

A quantidade de energia de uma molécula pode ser quantificada, ou seja, a molécula
pode se estirar ou se deformar apenas numa dada frequéncia especifica, em um nivel de energia
especifico. A frequéncia da vibracdo corresponde a energia absorvida da radiagdo
eletromagnética, resultando em um aumento da amplitude da vibragdo. Cada tipo de movimento
molecular especifico se relaciona com a frequéncia de energia absorvida, pode-se determinar
um perfil para molécula, medindo seu espectro na regido do infravermelho. Analisando o
padrdo de movimento pode-se saber quais sdo os grupos quimicos funcionais de cada molécula
(SANTOS, 2007).

Os grupos funcionais possuem bandas de absor¢do bem caracteristicas no
infravermelho, formando uma assinatura molecular de vibragdo que nio mudam de um
composto para outro, como se exemplifica na Figura 19. Conhecendo as absor¢des dos grupos
funcionais caracteristicos € possivel determinar a estrutura e composic¢ao das moléculas, a partir
do espectro no infravermelho, que sera utilizado na determinagdo da formagao e deteccdo de
alteragdes na superficie nas AuNPs com possiveis mudangas na ligagdo com biomoléculas

presentes no extrato aquoso das folhas do cajueiro.
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Figura — 19: Exemplos de formagdes caracteristicas de algumas dessas vibragdes no espectro
de IR.
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Fonte: Adaptado de ASHENHURST (2016).

2.5.3 Microscopia de For¢ca Atomica

Com o Microscopio de Forga Atdmico (Atomic Force Microscope - AFM), inventado
em 1986 por Binning e colaboradores, ¢ possivel obter imagens de dtomos individuais seja em
superficies condutoras ou em meio isolante. O AFM ¢ utilizado na andlise da superficie de
particulados sélidos, com dimensdes nanométricas. O mecanismo de funcionamento consiste
em uma haste flexivel (cantilever) e sensivel a pequenas for¢as, com uma ponta (sonda) muito
fina que se deslocada de forma padronizada de rastreamento sobre a superficie da amostra. A
forca que age entre a alavanca e a superficie da amostra causa pequenas deflexdes da haste, que
sdo detectadas por um feixe de laser. (SANTOS, 2007). Ao passar a ponta (¢ip) por diferentes
regides da amostra, ¢ revelada algumas caracteristicas como forma, relevo, rigidez, rugosidade

da superficie, como ilustra a Figura 20.



45

Figura — 20: Representa¢do do mecanismo de funcionamento do AFM.
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Fonte: Adaptado de BAZAN et al., (2012).

Neste trabalho, a técnica de AFM foi utilizada na analise da morfologia e rugosidade
das nanoparticulas de ouro dopadas com compostos fitoquimicos. A técnica consiste em varrer
a superficie da amostra com uma ponta de prova, registrando as forcas de atragdo e repulsao
sofrida por esta, devido o contato com a superficie. A movimentagao da ponta, ou da amostra,
dependendo do modelo, ¢ feita por um tubo piezelétrico. O laser ¢ refletido do cantilever para
um sensor, dividido em quadrantes, que detecta o movimento da sonda. A for¢a constante
aplicada a ponta ¢ controlada pelo mecanismo de saida do fotodiodo (sensor). O controle dos
movimentos ¢ feito por um cristal piezelétrico tubular que guia a amostra nas diregdes X, y € z.
O sinal do fotodiodo € realimentado ao transdutor piezelétrico da amostra, fazendo a amostra
se movimentar para cima e para baixo, mantendo uma forga constante entre a ponta e a amostra
(BASELT et al., 1993).

As imagens obtidas sdo geradas basicamente a partir de dois modos de operagao, que
estdo intimamente relacionadas com a distancia entre a amostra e a sonda, durante a varredura:
modo contato e ndo-contato. A sonda, ao se aproximar da superficie da amostra, surgem forcas
de interacdo sonda - amostra fazendo a haste defletir. Conforme a sonda vai se aproximando da
superficie, forgas atrativas atuam entre a sonda e amostra, especialmente as forcas de Van der
Waals. Quando a distancia chega a um intervalo inter-atdmico (d = 0,5 nm) grandes forgas

eletrostaticas repulsivas passam a atuar entre os elétrons das camadas de valéncia da amostra e
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da sonda, tendo como resultado forgas repulsivas. Neste ponto, pode-se afirmar que a sonda
estd em contato com a amostra (NEVES, 1998). Podemos observar com mais clareza as

afirmagdes acima a partir da Figura 21.

Figura — 21: Esquema das forcas de interacdo entre a ponta e a amostra.
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Foto Alavanca g ‘C 1 Repulséo
Detetor I | e ke
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(i) O fotodetetor capta a deflexdo da alavanca durante a varredura através da mudanca na
reflexdo do laser incidente; (ii) grafico representativo mostrando a dependéncia da forga de
interacao sonda-amostra em funcao da separacao entre elas.

Fonte: Adaptado de NEVES (1998).

No modo de operagdo ndo-contato tem-se a garantia de ndo causar danos a amostra, pois
nao ha contato fisico, contudo perde-se resolucao das imagens. E a principal desvantagem do
modo de varredura por contato ¢ que a for¢a aplicada pela ponta a superficie, pode causar danos
a amostra e, as imagens geradas sdo distorcidas e sem muita qualidade; entretanto, dependendo
do tipo de amostra, pode-se obter imagens de melhor qualidade. E um problema importante
para amostras biologicas, como células e/ou biomoléculas. Para reverter tal situacao, faz-se com
que a ponta entre em contato com a amostra em um curto intervalo de tempo, regularmente.
Com esta técnica, conhecida como contato intermitente (fapping mode), a alavanca vibra em
uma determinada frequéncia sob for¢a constante e amplitude constantemente monitorada
(SANTOS, 2007). O tapping mode possui vantagens dos dois modos citados: contato fisico
entre a sonda ¢ a amostra e imagens de altas resolu¢des. E prudente lembrar que as forgas
presentes no método AFM, independem se a amostra ¢ condutora ou ndo, consequentemente,

pode-se trabalhar com amostras condutoras ou isolantes.
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2.5.3.1 Superficie de visualizag¢do

Tao importante quanto o cuidado com as amostras, € a escolha do tipo de superficie que
sera depositada o material a ser observado. A utilizacdo de substratos extremamente planos
evita o aumento da rugosidade obtida por contaminagdo da superficie de apoio da amostra como
defeitos de polimento, por exemplo (JANDT, 1998). Os substratos mais empregados nos
estudos com AFM sdo vidro, mica e superficies a base de silicio. A mica ¢ um mineral silicato
[(KAL(OH),AISi13010)] (MORRIS; KIRBY; GUNNING, 2011) facilmente de ser clivada,
resultando em uma superficie plana, lisa, limpa e hidrofilica ao nivel atomico com rugosidade
da ordem de 2A (MULLER ; AMREIN ; ENGEL, 1997) e é comumente utilizada para obtengio
de imagens topograficas de biomoléculas por AFM pelo fato de ser atomicamente plana e ndo
requerer modificacdo quimica de sua superficie para investigacdo das amostras. O emprego da
superficie de mica nao significa reducao de custos e tempo na preparacao das amostras para
andlise por AFM. Laminas de mica utilizadas em microscopia apresentam um elevado valor
agregado, encarecendo sua utilizag@o nas pesquisas. Uma alternativa foi utilizar a mica isolante,
vendida no comércio local, empregada em componentes eletronicos com um excelente custo
beneficio.

Em sintese, para a caracterizagdo de nanoparticulas de ouro, dopadas ou ndo com
biomoléculas do extrato, a técnica pode fornecer a topografia, morfologia e o didmetro médio

das AuNPs depositadas sobre a superficie de mica recém clivada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Preparar solugdes de nanoparticulas de ouro utilizando fundamentos de quimica verde,

empregando extratos vegetais de folhas de Anacardium occidentale L.

3.2. Objetivos Especificos

Aperfeigoar metodologias para sintese de nanoparticulas em meio aquoso usando

extrato aquoso de folhas de 4. occidentale L.;

- Determinar a estabilidade das solug¢des coloidais das nanoparticulas obtidas, usando

espectroscopia de UV-Visivel, FTIR e Microscopia de For¢ca Atdmica (AFM);

- Caracterizar as nanoparticulas formadas quanto ao tamanho, forma, disponibilidade de

grupamentos quimicos;
- Purificar as Nanoparticulas pelo método da centrifugacao;

- Obter imagens por AFM utilizando uma superficie de mica isolante como alternativa

viavel e econdmica.
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4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Engenharia de Materiais e Simulagdo de
Sobral — LEMSS, Campus Mucambinho, UFC. Os equipamentos, materiais ¢ reagentes
utilizados durante a execucao desse projeto encontram-se listados a seguir. A maneira pela qual

foram preparadas as solucdes sera descrito posteriormente.

4.1 Reagentes

Acido tetracloroaurico (HAuCl *3H,O - Sigma Aldrich), Agua ultrapura (MilliPore),
Agua destilada, agua régia (HNO;+3HCY/), alcool etilico (99,9%) e alcool etilico (70%).

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta das folhas

As partes aéreas (folhas adultas e saudaveis) de Anacardium occidentale L. foram
coletadas no estado do Ceara, municipio de Sobral, zona urbana, coordenadas 3°41°28”S,
40°21°35”W, no periodo de verao/chuvas, no més de maio do ano 2018.

O horario das coletas foram entre 08h:00min e 09h:00min. As amostras de coletas foram
devidamente identificadas com a colaboracao do botanico Prof. Dr. Hermesson Cassiano de
Oliveira da Universidade Estadual do Piaui - UESPI. Os preparos das amostras foram realizados

imediatamente ap0s a colheita, isto €, a lavagem e estocagem para preparo da solucao.

4.2.2 Obtengdo do extrato vegetal aquoso

O extrato aquoso das folhas do cajueiro foi obtido pela metodologia apresentada por
Sheny e colaboradores (2011). As folhas foram lavadas com 4gua de torneira e secas com
auxilio de papel toalha para remog¢do de poeira. Em seguida foram lavadas com agua destilada
em abundancia por trés ciclos de lavagem. Apos escorrerem a temperatura ambiente, as folhas
foram fragmentadas (aproximadamente 3 x 3mm) com auxilio de uma tesoura limpa com alcool
70%. Inicialmente pesou-se em balanca analitica (Bell Engineering, Italia) 10 g de das folhas

picotadas que adicionadas a 100 mL de dgua ultrapura e mantidos por agitacdo (modelo
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Q221MAG, Quimis, Brasil) durante 05 minutos em temperatura ambiente, entdo realizada
filtragdo simples em papel filtro com auxilio de um funil de vidro preso no suporte universal.
O volume do filtrado (aproximadamente 90mL) foi considerado 100%. O filtrado foi usado
como agente redutor e estabilizador. O extrato resultante consistiu em um liquido
semitransparente claro, utilizado na rota de sintese verde de nanoparticulas de ouro. Para cada

experimento, preparou-se um novo extrato imediatamente antes do uso.

4.2.3 Procedimento experimental

Os protocolos de pesagem de reagentes foram realizados em ambiente climatizado,
tarando-se a balancga antes de cada medicao e utilizando luvas e espatulas. As solugdes aquosas
foram preparadas utilizando agua ultrapura. Para evitar possiveis efeitos relacionados ao
armazenamento, as solu¢des foram preparadas nas datas de uso nos respectivos experimentos.
Todas as vidrarias, assim como as barras magnéticas, foram devidamente limpas com 4gua régia

(HNO3+3HC/) e enxaguadas com agua destilada para remoc¢ao de qualquer residuo organico.

4.2.3.1 Solugao concentrada de HAuCly

Inicialmente 0,39383g de HAuC/4*3H>O foi dissolvido em 10mL de solugdo com H>O
ultrapura em um Erlenmeyer de 50mL, sob agitacdo em um agitador magnético a temperatura
ambiente. Como resultado, obteve-se uma solu¢ao amarelada concentrada de HAuCl4 (0,1M).
Essa solugdo foi utilizada para preparar as demais solugdes, ajustando a concentragdo. Como o

HAuCl4 € corrosivo, uma espatula de vidro foi usada para evitar o contato com o metal.

Figura - 22: Solugao concentrada de HAuCl4 (0,1M).

Fonte: proprio autor (2018).
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4.2.3.2. Solugdo de experimentagdo.

Com uma micropipeta automatica (LabMate) retirou-se 250 uL da solugdo concentrada
de HAuCl/4 e foi diluida em 100 mL de agua ultrapura resultando na soluc¢do de trabalho de
HAuCls (2,5x10™* M) para pequenos volumes. Essa concentracdo foi escolhida por limitar a
quantidade de precursores atomicos disponiveis no meio reacional, para se obter um processo

de nucleagdo mais homogéneo possivel.

4.2.3.3 Sintese verde de nanoparticulas de ouro (AuNP’s)

A metodologia empregada segue o protocolo descrito por Sheny e colaboradores (2011)
com adaptacgdes. Inicialmente, 30 ml de HAuCls (2,5x10*% M) foram colocadas em um
Erlenmeyer de 50 mL em um agitador magnético. Em seguida foi adicionada 10mL do extrato
aquoso das folhas e mantidas sob agita¢ao constante por 5 minutos. As solugdes coloidais foram
filtradas com auxilio de filtros de seringas (0.22 pm Kasvi, Alemanha) para remover

substancias em excesso na solu¢cdo com tamanhos superiores a 220nm.

4.2.3.4 Purificag¢do da solugdo coloidal de AuNPs

A solucgdo coloidal resultante foi centrifugada seguindo a metodologia empregada por
Balasubramanian (2010) com modificacdes. ImL da solugao de AuNP foi centrifugada (modelo
5810R, Eppendorf, Alemanha) a 7000g (~8840 rpm) por 20 min a 4°C. Retirou-se o
sobrenadante (S1) que foi novamente centrifugado na mesma programacao inicial. O pellet foi
ressuspenso (P1) em ImL de 4gua ultrapura e misturado com o pellet resultante (Pl.a) da
segunda centrifugagdao do sobrenadante. A solugdo obtida passou por uma nova rodada de
centrifugacdo obedecendo os mesmos passos da primeira etapa. A Figura 23 ilustra esta etapa.
O resultado ¢ uma solug@o de colorag¢@o mais clara que a inicial.

A obtencdo do pellet para caracterizagao dos grupos funcionais presentes nas AuNPs
por FTIR e visualizagao das nanoparticulas por microscopia, uma nova rodada de centrifugagao
foi realizada, onde a tultima ressuspensdo dessa metodologia foi feita com 0,5 mL de agua
ultrapura para se obter uma maior concentragdo de NPs por volume. A quantidade de
biomoléculas advindas do extrato, presentes na solu¢ao que foram retiradas da superficie das

nanoparticulas nao foi determinada por nenhuma técnica.
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Figura - 23: Esquema do processo de purificacdo empregado neste trabalho.
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Fonte: Adaptado de Balasubramanian (2010).

4.2.3.5 Preparo da superficie de mica

Mica isolante para eletronicos foi adquirida no comércio local (Figura 24). Estudos de
imagiologia por AFM requer uma superficie extremamente lisa. O material mais indicado ¢ a
mica, um mineral de silicato, com clivagem basal quase perfeita. Assim, a mica recém clivada
¢ atomicamente plana, permitindo a observagao das diferengas topograficas, mesmo na escala
nanométrica. Cortes de aproximadamente 1x1cm foram feitos com uma tesoura e pregadas na
superficie do suporte metalico do AFM com auxilio de fita dupla face. Cuidadosamente as
laminas foram clivadas utilizando uma lamina de estilete e exposta a face interna que foi
gentilmente removida com ajuda de uma pinga. As laminulas recém fracionadas foram coladas
no suporte metalico com auxilio da fita adesiva dupla face e levemente pressionadas com uma

lamina de vidro limpa com alcool absoluto.
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Figura — 24: Imagens da mica isolante usada em componentes eletronicos.

A: Tips de mica isolante que foram aquiridas no comércio local; B: Detalhe do corte
(~1x1cm) e do suporte metalico com a fita dupla face para prender a lamina de mica para ser
clivada. Fonte: proprio autor (2018).

4.3 Caracterizacio

Aliquotas das solugdes coloidais de AuNPs foram retiradas e analisadas por
Espectroscopia UV-Vis para confirmagao da formacao das nanoparticulas. Em seguida, foram
analisadas por Espectroscopia no infravermelho, para se obter o perfil molecular dos possiveis
compostos que atuaram como bioredutores e estabilizadores do ion metalico e identificagdo
do(s) composto(s) majoritario do extrato. Obteve-se imagens das nanoparticulas por
microscopia de forca atomica e realizado estudos quanto a morfologia das AuNPs, tamanho,

histograma, rugosidade, com os recursos tecnoldgicos disponiveis do AFM.

4.3.1 Microscopia de For¢ca Atomica (AFM)

O equipamento utilizado foi o0 modelo SPM-9700 (Shimadzu, Japao), principal recurso
utilizado na técnica de microscopia para caracterizacao das AuNPs. Para cada medida, utilizou-
se ~1 uL da suspensdo, colocada na superficie interna de mica isolante recém clivada e deixadas
secar por 30min. Outra etapa de varredura para obten¢do das imagens das nanoparticulas foi
realizada diretamente sobre o pellet de AuNPs resultante da centrifugagdo apos secagem, preso
em uma superficie de laminula de vidro fixada com fita dupla face. As medidas topograficas
foram realizadas no modo de operacdo dinamico para minimizar possiveis interagdes laterais
entre as particulas e a ponteira. O cantilever utilizado apresentava hastes de constante elastica

média igual a 0.15 N/m, com sondas de Si3N4 de raio médio de curvatura inferior a 10 nm e as
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varreduras feitas com 0,700Hz de frequéncia. Foram realizadas varreduras de 5x5, 2,5x2,5, 1x1
pum, 500x500 e 200x200 nm, em regides centrais das amostras. O processamento das imagens
foi realizado no proprio software do equipamento (SPM Manager 3.0, Shimadzu) e as
distribui¢cdes do diametro (altura) foram determinadas por meio da especificagdo da altura

média, dado representativo para nanoparticulas esféricas.

4.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

As andlises de Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) foram realizadas em amostras
das folhas secas do A. occidentale e das AuNPs (pellet seco) sintetizadas e purificadas com o
objetivo de determinar os grupamentos quimicos e identificar os possiveis metabdlitos
envolvidos na biorredugdo dos ions Au’ e pelo capping das AuNPs. As amostras foram
colocadas diretamente no equipamento Bruker FT-IR Alpha para as analises. Os graficos foram

plotados utilizando o programa Origin8Pro®.

4.3.3 Espectroscopia de UV-Vis

Os espectros das solucdes de AuNPs (purificadas e ndo purificadas) foram obtidos
utilizando cubetas de quartzo de caminho 6tico de Icm em um intervalo de comprimento de
onda de 400 a 800nm, operado com 1nm de resolugdo e 4gua ultrapura como branco. Também
foram realizados espectros da solucdo de HAuCls e do extrato aquoso das folhas do cajueiro
apenas para efeitos comparativos. O equipamento utilizado foi um espectrofotometro JASCO
V-630 equipado com lampadas do tipo tungsténio-halogénio e deutério. Os graficos foram

plotados utilizando o programa Origin8Pro®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese verde de nanoparticulas de ouro (AuNPs)

A formacgdo de AuNPs por sintese verde utilizando o extrato aquoso das folhas de A.
occidentale L. foi realizada em apenas uma etapa a partir da mistura da solucao de ouro (2,5x10"
4 M) com o extrato na concentragio de 25% (v/v), a 25°C. Apds a sintese, uma analise de pH
foi realizada e teve como resultado o valor de 7,13. Esses parametros nao foram avaliados, pois
ja € muito bem esclarecido que o a mudanga do pH do meio reacional interfere na concentragao
e tamanho das nanoparticulas (ARMENDARIZ et al., 2004; HUANG et al., 2007; GHODAKE
et al., 2010; SINGH e SRIVASTAVA, 2015), assim como a concentragdo do extrato
(DWIVEDI; GOPAL, 2010; ELAVAZHAGAN; ARUNACHALAM, 2011; BORUAH et al.,
2012). Portanto, ndo foram realizados testes variando a temperatura, pH, concentragdo do
extrato, diferentes métodos de extracdo e a concentragao do sal metalico. Depois de adicionado
o extrato na solugio que continha os fons de Au®, os adtomos de ouro reduzidos iniciaram o
processo de aglomeragdo e formagdo das primeiras nanoparticulas. A solu¢do adquiriu uma
tonalidade translucida, passando para azul claro, azul escuro, e posteriormente, tornou-se
azul/avermelhada com tonalidades para vinho, sem presenga de precipitados, como pode ser

verificado na Figura 25, tudo isso em menos de 1 minuto, sob agitagao.

Figura — 25: Mudanca na colora¢do da solu¢do de ouro, indicando a formagao das AuNPs.

1. Solugdo de ouro (2,5x107*M) antes da redugdo; 2. Solugdo coloidal de AuNPs.
Fonte: proprio autor (2018).



56

A coloragdo de algumas aliquotas foi pouco alterada depois de sete dias de
armazenamento em tubos de ensaios com rosca, envoltas em papel aluminio em temperatura
ambiente. Todas as amostras apresentaram uma coloracdo avermelhada. Resultados
semelhantes foram relatados na sintese de AuNPs usando os extratos de cogumelo (PHILIP,
2009), folhas de coentro (NARAYANAN e SAKTHIVEL, 2008) e folhas de hibisco (PHILIP,
2010).

5.2 Espectroscopia de absorc¢ao no UV-Visivel

A formagdo das AuNPs pode ser evidenciada apenas na mudanca da coloragdo, ja que a
solugdo resultante apresentou uma coloragdo avermelhada, que corresponde a banda
plasmdnica de nanoparticulas na faixa de 510-540 nm. Segundo Mody et al. (2010), absorc¢des
entre 500-550 nm sao caracteristicas de AuNPs. No entanto, a confirmacdo da presenca das
AuNPs requer uma caracterizagdo mais precisa e foi realizada com espectroscopia de absor¢ao
UV-vis. Os resultados apresentados na Figura 26, correspondem aos espectros do extrato
aquoso das folhas de A. occidentale e da solugdo de ouro antes da redugdo. O extrato aquoso
das folhas foi utilizado como fonte de biomoléculas redutoras e estabilizantes para a sintese de
AuNPs. Ja ¢ bem relatado que a variagdo de parametros fisico-quimicos durante a sintese das
NPs influencia a eficiéncia da sintese e as caracteristicas das particulas (ALBERNAZ, 2014).

Figura — 26: Espectros UV-Vis do extrato aquoso das folhas do cajueiro e da solucdo de
HAuCl. Em (A) solugio de ouro (2,5x10*M) extrato das folhas e em (B) extrato das folhas.
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A anélise das solugdes foi realizada na faixa de comprimentos de onda de 400 a 800 nm
por espectrofotometria de luz visivel e o resultado da sintese de AuNPs ¢ apresentado na Figura
27. Os resultados obtidos apresentaram picos de absorbancia inferiores a 550nm, caracterizando
a formagao de AuNPs. Foram obtidos os espectros de absor¢ao relativos a solugdo de AuNPs
recém-sintetizada e da solu¢do de AuNPs purificadas pelo processo de centrifugacdo. Verifica-
se a formacao de banda plasmonica caracteristica em ambas as solucoes. O espectro de UV-vis
para a solu¢do de AuNPs recém-sintetizadas mostrou uma banda de absor¢ao em 532 nm, em
comparagdo com o espectro de AuNPs centrifugadas, que apresentou uma banda em 531 nm.
Estes resultados demonstram que o processo de purificagdo nao afeta o comportamento
eletronico nem altera configuragcdes das mesmas. Apds o processo de lavagem (centrifugagao)
das AuNPs recém-formadas, conforme a metodologia proposta, demonstra um aspecto
importante, pois remove compostos fitoquimicos presentes na solugdo coloidal que ndo sdo de
interesse do presente trabalho.

Figura —27: Espectro de absor¢do UV-Vis das AuNPs recém-sintetizadas com Améx de 532nm
e AuNPs centrifugadas com pico de 531 nm.
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Fonte: proprio autor (2018).

O espectro de absor¢ao mostrou que as nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato
aquoso das folhas de A. occidentale L. tiveram pico de absor¢ao caracteristico da ressonancia

plasmonica de superficie (RPS), especifico das AuNPs (AHMED et al., 2014). O tamanho e
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forma das nanoparticulas estdo relacionadas com suas propriedades Oticas e eletronicas, o que
determina a posicao do pico de ressonancia (BINDHU et al., 2014). O valor da méaxima
absorbancia no espectro UV-vis de solucdes coloidais relaciona-se com o tamanho médio das
NPs ¢ a largura da banda de com a dispersao das particulas.

Ji e colaboradores (2007) observaram um discreto deslocamento do Amax para valores
maiores, no aumento do tamanho das AuNPs com alteragdes na concentragao do agente redutor
durante a sintese. Para NPs anisotropicas, as cores da solucdo podem variar pois o
comportamento da banda plasmonica se altera. Por exemplo, para nanobastdes (nanorods) de
ouro existem dois modos de oscilagdo da banda plasmonica (transversal e longitudinal que se
acopla com o campo elétrico da radiagdo incidente) gerando dois picos de absorc¢ao (LINK; EL-
SAYED, 1999). O valor do comprimento de onda (Amax) depende do tamanho médio das NPs
da solucdo coloidal. As NPs com tamanhos entre 10-30nm tendem a absorver em Amax
deslocados para a regidao do verde (~520nm) do espectro eletromagnético e a cor observada ¢
vermelha. As nanoparticulas com tamanhos entre 30-90nm passam a exibir cores cujos
comprimentos de onda estdo deslocados para a regido do amarelo (~580nm), pelo aumento da
densidade dos estados eletronicos e diminui¢do de energia de transi¢do entre as bandas, e a cor
observada ¢ violeta (TOMA; DA SBONIFACIO; ANAISSI, 2005). Quanto maior for o
diametro, mais luz a NP dispersa, consequentemente a frequéncia de ressonancia plasmonica ¢é
mais baixa. O alargamento do pico RPS, pode estar relacionado com polidispersao de tamanhos,
por se tratar de uma solugao coloidal.

Como a agdo do extrato das folhas como agente redutor ¢ extremamente rapida, o inicio
da mudanca de coloragdo ocorreu em menos de 10 segundos, a cinética de crescimento das
AuNPs nao pode ser monitorada por espectroscopia UV-visivel. Sheny e colaboradores (2011)
utilizaram o extrato aquoso da folha do 4. occidentale para sintese de nanoparticulas de ouro e
prata. A SPR para AuNPs foram 529nm e 526nm. Comparando com esses resultados, podemos
observar que os estudos resultaram em valores da banda plasmonica de superficie, proximo as
nanoparticulas sintetizadas com a folha do cajueiro. A partir dos espectros obtidos, foi realizado
o célculo da largura a meia altura (FWHM) utilizando o soffware Spectra Analysis (Spectra
Mananger JASCO V-630), e o resultado podem ser observados na representacao abaixo, com a

devida corre¢do da linha de base.
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Figura — 28: Esquema representativo do calculo de FWHM da amostra de AuNP centrifugada.
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Na figura acima se observa o célculo da largura a meia altura (FWHM -Full widht at
half maximum) de 61,2 nm quase simétrico caracterizado pelos valores de 85,7 ¢ 60,4 nm das
AuNPs, com superficies quase regulares e distribuicdo de tamanho de particulas dentro de uma
faixa ampla de valores como pode ser comprovado no histograma de tamanho de particulas do
Grafico 2 obtido por AFM. Esse valor de 61,2 nm ¢ um céalculo que ndo se aproxima da
realidade. Ele fornece dados proximos aos outros que podem ser verificados por técnicas de
imagiologia. Podemos observar a morfologia e o tamanho das AuNPs sugeridas pela
Espectroscopia de UV-Vis através das imagens de Microscopia de Forca Atomica na secao

mais adiante.

5.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com o objetivo de identificar as possiveis moléculas presentes na folha de caju que sao
responsaveis pela redugdo de Au®" e sua estabilizagdo, foram realizadas medi¢des de FTIR das
folhas secas (Figura 29) e do pellet de AuNPs (Figura 30) resultante da centrifugacao, para

investigar os possiveis compostos envolvidos na redugdo dos 4tomos de Au™.
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As folhas secas e as amostras das AuNPs obtidas apds o processo de secagem, foram
submetidas a anélise de FTIR-ATR, num espectrofotdmetro BRUKER, modelo FT-IR Alpha,
na faixa de 400 — 4000 cm™' e resolugdo 0,8 cm, sendo o total de scans igual a 40. Nao houve
qualquer tratamento adicional nas amostras. Os resultados espectroscopios sao apresentados na

Figura 31 e 32, respectivamente da folha e das AuNPs.

Figura — 29: Folhas coletadas do 4. occidentale em processo de secagem para analise em FTIR.

A: Folhas lavadas e colocadas para secar; B: folhas secas e C: p6 das folhas secas.
Fonte: préprio autor (2018).

Figura — 30: Resultado do processo de centrifugacdo para obtencdo do pellet para analise FTIR.

/

O

A: precipitado resultante apos varios ciclos de centrifugagio; B: pellet removido do tubo e posto
em placa de petri e C: detalhe das AuNPs resultantes da secagem.
Fonte: proprio autor (2018).
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Figura—31: Espectro obtido por espectroscopia de infravermelho com transforma da de Fourier
das folhas de 4. occidentale.

1.00 +
0.95 4
0.90
0.85 4

0.80

Transmitancia

075

0,70 -
folhas do A. occidentale

0.65 v I v 1 v 1 v 1 . I .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-
cm

Fonte: proprio autor (2018).

A imagem acima representa o espectro de FTIR do p6 de folhas secas. O pico mais
intenso ocorreu em 1031 cm™! (banda amida primaria). A banda a 1611 cm™ devido a banda
amida primaria mostrou uma mudanca para 1600 cm™ no espectro IR de AuNPs (Figura 30)
sugerindo proteinas como molécula de ligagdo (AHMAD et al., 2011 e PHILIP et al., 2011).

Vibragdo de alongamento antissimétrico em cadeias de hidrocarbonetos C-H a 2916
cm’! e simétrico das mesmas cadeias a 2849 cm™'. Uma variedade de metabdlitos secundarios,
como taninos, terpenoides, alcaloides, flavondis, fendis, glicosideos, estdo presentes na folha
de caju (RIBEIRO, 2016). Ha relatados que o caju possui acido galico, acido anacardico,
anacardol, acido hidroxilbenzodico, 4cido caprilico, acido gadoleico, 4cido laurico, leucina,
leucocianetos, ocimeno, limoneno, cariofileno e alfa-cadineno (SATHISHKUMAR, 2009 e
OFUSORI et al., 2008). As bandas de 1726 cm™! (estiramento C=O de 4cido carboxilico), 1611
cm ! (amida primaria) e 1515 cm™! (amida secundéria), tornaram-se, comparativamente, mais

fracas no espectro das AuNPs, sugerindo proteinas como agentes redutores de ouro.
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Figura—32: Espectro obtido por espectroscopia de infravermelho com transforma da de Fourier
das AuNPs.
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O espectro de FTIR de AuNPs mostra bandas devido as vibragdes de C—-O—-C e C—-OH
21029 cm™!, vibragdes C—OH de dobramento a 1440 cm’!, deformacao antissimétrica de amida
primaria de proteinas a 1600 cm™!. Adicionalmente, picos foram observados a 1515 cm™ devido
a vibracdes de estiramento de -C—C— em anéis aromaticos e 3100 cm™' devido as vibragdes de
alongamento —OH (SINGH e SRIVASTAVA, 2010). Estes dados sugerem a presenca de
proteinas, aminas aromaticas e polifendis, juntamente com os AuNPs (SHENY et al., 2012). A
banda 1031 cm™ no espectro da folha, devido a vibragdo de estiramento C-N de aminas
alifaticas foi deslocada para 1029 cm™ e a banda a 1319 cm™! devido a vibragdes de estiramento
C—N de aminas aromaticas deslocadas para 1318 cm™ para nanoparticulas de ouro. A Figura
33 detalha uma sobreposicao dos dois espectros obtidos. Nota-se uma grande similaridade entre

os dois graficos, especialmente na regido de 1890 a 820 cm™'.
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Figura — 33: Sobreposi¢ao dos espectros FTIR da folha do cajueiro e das AuNPs.
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Os espectros de FTIR das AuNPs e da folha do 4. occidentale estao mostrados na Figura
33. Nota-se que a banda larga a 3600 a 3750cm™ é caracteristica do grupo funcional hidréxi,
presente em agua, alcoois e compostos fenolicos. Pode-se observar a grande semelhanga entre
as duas amostras com algumas excecdes. Ambas apresentaram bandas principais de intensidade
similar que variaram de 1611-1600, 1515, 1446-1440, 1319-1318, 1207-1199, 1103-1094 ¢
103-1029 cm™!, melhor ilustrado na Figura 29. Os dois espectros sdo muito parecidos entre si,
especialmente na regido correspondente a assinatura molecular. Dessa forma, a regido dos
espectros de 1820 a 890 cm™ foi destacada (Figura 34). Uma banda foi observada exatamente

no mesmo comprimento de onda nos dois espectros das amostras a 1515 cm™.,
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Figura — 34: Detalhe da regido do espectro FTIR correspondente a assinatura molecular, das
bandas correspondentes.
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Como os metabolitos secundarios como flavonois, taninos, terpenoides, glicosideos,
alcaloides e fenois estdo presentes no p6 de folhas de A. occidentale (SHENY et al., 2011), o
mecanismo de reducao pode ser sugerido como os grupos hidroxila em poliois e glicosideos

foram oxidados a grupos carbdxilo durante a redugao.
5.4 Microscopia por forca atomica (AFM)

Nas imagens a seguir, as zonas mais escuras correspondem a depressoes das amostras.
Quanto mais clara for a regido, maior ¢ a altura do ponto observado, onde o ponto mais claro
em cada imagem corresponde ao maximo na escala do eixo z. As imagens de AFM sdo
tridimensionais, sendo representadas em 2D com uma escala de contraste calibrada na dimensao

vertical.
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5.4.1 Superficie da mica isolante

Todas as imagens obtidas por essa técnica foram utilizando a mica isolante. A Figura
35 mostra uma captura de tela do programa SPM Manager 3.0 do proprio equipamento em

funcionamento durante a varredura.

Figura — 35: Captura de tela no momento em que o equipamento fazia a varredura na superficie
de mica recém clivada e preparada conforme a descricdo feita na metodologia (5x5 pm).
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Fonte: proprio autor (2018).

Em (A) a imagem de altura (height) (B) da fase. Nota-se em ambos os lados que a
superficie de mica ¢ anatomicamente plana. Na Figura 36, observa as escalas de atuacdo da

sonda em contato com a superficie.

Figura — 36: Detalhe da escala de variagdo da altura da sonda em contato com a superficie.
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Fonte: proprio autor (2018).
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No detalhe da imagem anterior, em (A), observa-se a escala de cores (deg) que indica
se a interagdo da ponta com a amostra entrar em contato com materiais de constituigdes
quimicas distintas, exibe cores diferentes no display do programa. Podemos concluir,
observando que praticamente ndo ha qualquer alteragdo de cor, consequentemente trata-se do
mesmo material em questdo. Em (B) exibe a escala da altura da superficie em nandmetros. O
contorno da ponteira da sonda praticamente nao oscila, mostrando que praticamente ndo ha
deformacdes nem saliéncias na superficie da mica utilizada. Assim, as amostras de AuNPs
depositadas na superficie da mica sdo, de fato, os particulados que observamos. As imagens

mostram filmes continuos € homogéneos, com praticamente auséncia de falhas.

5.4.2 Imagens obtidas por AFM

As Figuras 37 e 38 mostram nas AuNPs obtidas por deposi¢do de ~1uL de solugdo na
superficie de mica e deixadas secar por aproximadamente 30 minutos. Apds esse periodo foram
realizadas varreduras nas amostras posicionando o feixe de laser do equipamento na porgao
central da amostra. Todas as imagens a seguir mostrardo a altura (topografia) do lado esquerdo
e a fase do lado direito, juntamente com a escala de cores referente ao tamanho dos picos de

NPs em cada filme.

Figura — 37: Micrografia das AuNPs depositadas em superficie de mica. Varredura 5 x Spum.
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Fonte: proprio autor (2018).
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Figura — 38: Micrografia das AuNPs depositadas em superficie de mica. Varredura 2,5 x 2,5um

Fonte: proprio autor (2018).

Na imagem da Figura 37 é possivel observar uma boa dispersdao entre as AuNPs. As
nanoparticulas menores exibem o contorno esférico, e as maiores mostram-se com o aspecto
triangular. As nanoparticulas aparecem depositadas na laminula de mica e exibem boa
dispersdo, porém com evidéncia de alguns agregados. Malikova e colaboradores (2002)
sintetizaram nanoprismas de ouro em solugdo aquosa pela redugdo de HAuC/l com écido
salicilico a 80°C. Outro estudo (SHANKAR et al., 2004) foi relatado a possibilidade de sintese
verde de nanoprismas de ouro a partir da reagdo do sal de ouro com o extrato do limoeiro
(Cymbopogon flexuosus). Utilizando botdes de cravo (Syzygium aromaticum) secos,
Raghunandan e colaboradores (2010) conseguiram nanoparticulas de ouro com forma irregular
e a biorreducao e estabilizacdo das NPs foram atribuidas a flavonoides presentes no extrato.
Utilizando extrato da folha de Cassia auriculata, Kumar e colaboradores (2010) obtiveram
nanoparticulas esféricas e triangulares (15-25nm) em temperatura ambiente e em 10 minutos.

No presente trabalho, ndo se teve a inten¢dao de sintetizar os nanoprismas em si. Eles
surgiram como uma possivel rota ndo relatada na literatura, pois ndo foi avaliado o efeito do
pH, da temperatura, concentracdo do ion e extrato, sendo um objeto de investigacdo em
trabalhos futuros. Millstone e colaboradores (2005) relataram que ¢ importante o processo
térmico ou a irradiacdo com luz visivel ou ultravioleta para conversao de particulas esféricas de
ouro ou de prata em nanoprismas. Ja Deivaraj e colaboradores (2005) demonstraram que
nanoesferas de prata ou ouro podem se converter em prismas através do processo de ripening

de Ostwald sem a necessidade de irradiacdo ou tratamento térmico. Foram produzidas
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nanoparticulas de ouro com forma hexagonal e triangular, utilizando extrato de Phyllanthus
amarus € observado que o aumento da concentragdo do extrato produziu nanoparticulas
esféricas (KASTHURT et al., 2009).

Entretanto, ja se conhece que o efeito de crescimento assimétrico das NPs pode estar
relacionado com velocidades de crescimentos diferentes das facetas das nanoparticulas que €
atribuido ao potencial de superficie de cada particulado. A adsorcao de alguns agentes
estabilizadores na superficie da NP, podem alterar o crescimento dessas faces distintas,
produzidas por diferenca na estrutura morfoldgica, levando um empilhamento das particulas
(LEE et al., 2011) como observado na imagem acima. Analises estatisticas foram realizadas
com base nos graficos abaixo, para se obter dados da distribui¢do do didmetro e da largura
padrdo das NPs. O Grafico 1 mostra o histograma com a distribuicdo gaussiana das amostras
da largura padrao da particula de 67,1 nm, desvio padrdo de 29,8nm, largura minima de 9,76
nm ¢ um maximo de 160,2 nm. O Grafico 2 apresenta os dados do didmetro maximo da

particula. Os dados foram plotados no software OriginProS.

Grafico — 1: Histograma com distribui¢do normal da largura das NPs (linha vertical).
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Grafico — 2: Histograma com distribui¢cdo normal do didmetro das NPs (linha horizontal).
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Fonte: proprio autor (2018).

Os dados da distribui¢do acima apresentam um desvio padrao de 36,8 nm, tamanho
minimo de 9,7 nm e méaximo de 168,6 nm. A imagem da Figura 39 mostra uma tnica AuNP. E
possivel observar um bom contorno das bordas, mostrando que a sonda estava operando em

perfeitas configuracdes de operagao.

Figura — 39: Detalhe de uma tnica AuNP. Varredura feita 200 x 200 nm.
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Na imagem direita, onde se observa uma seta azul, mostra uma nitida diferenca de
tonalidade de cor. Apresenta uma estrutura quase oval, sugerindo ser materiais com composi¢ao
quimica distinta. Observa-se poucas variagdes nas imagens, provavelmente devido a uma
incorporagdo de biomoléculas no interior da nanoestrutura. Como a imagem da esquerda ndo
mostra uma topografia alterada, ou seja, sem abaulamento da superficie, pode-se concluir que
o material distinto esteja por dentro da NP ou pode-se tratar uma parte oca da mesma. Estes
aspectos serdo posteriormente investigados em trabalhos futuros. Para comprovar a auséncia de
qualquer deformacdo na superficie da NP, foi obtido uma imagem em trés dimensdes da
topografia da nanoparticula observada na imagem acima. A Figura 40 mostra o perfil da
superficie entre os pontos de referéncia P e Q da imagem em comprimento, largura e sua altura.

Figura — 40: Imagem 3D da AuNP, os pontos “P” e “Q” mostram a superficie da NP. Em (A),
mostra as dimensdes de sua largura e em (B) as dimensdes de seu comprimento.
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Fonte: proprio autor (2018).

A imagem deixa claro que a “mancha” observada na Figura 39, destacada pela seta,
pode ser, de fato, uma estrutura pertencente ao interior da NP. Esta exibe uma altura de 33,8
nm. Pelas imagens em 3D da topografia das amostras nota-se claramente a variagdo da altura
das particulas que compdem o filme, dando ideia da sua rugosidade.

As imagens a seguir foram obtidas ndo por deposi¢do da solucdo de AuNP em mica,
mas do pellet seco (Figura 30.C) resultante da centrifugagdo, o mesmo utilizado para se obter
dos dados de FTIR. Observamos que formou uma estrutura quase plana, apresentando-se como
um pequeno filme. Pegamos uma pequena por¢ao e fixamos em uma laminula de vidro circular,
com auxilio de uma fita dupla face, e em seguida presa no suporte metalico para ser acoplado
no AFM. A imagem da Figura 41 ilustra essa etapa do processo e as Figuras 42 e 43 foram

obtidas com varredura do scanner 2,5x2,5um e 1x1um, respectivamente.
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Figura — 41: Detalhe da fixacdo do pellet das AuNPs que foram centrifugadas e utilizadas na
obtencao das imagens do filme de NP.

Fonte: proprio autor (2018).

Figura — 42: Imagem das AuNPs do filme de NP. Varredura feita em 2,5x2,5 um.
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Fonte: proprio autor (2018).

Na imagem acima, nota-se que as AuNPs estdo todas agrupadas, mas sem formar
agregados, como em algumas imagens obtivas por deposicdo da solu¢do coloidal. Estes
agrupamentos que vemos sao as nanoparticulas em si. Estas diferencas dos filmes multicamadas

podem ser atribuidas devido as propriedades de superficie intrinsecas de cada sistema.
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Figura — 43: Imagem das AuNPs do filme de NP. Varredura feita em 1,0x1,0 um
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Fonte: préprio autor (2018).

Nessa escala é possivel perceber que as nanoparticulas exibem varios formatos,
esféricos, triangulares, bastdes etc. Em relacdo a este ultimo ponto de andlise, ¢ interessante
notar que os resultados obtidos por AFM mostraram que, apesar das multicamadas de AuNPs,
nao foi uma distribui¢do homogéneos em algumas regides o qual pode ser atribuido a intera¢ao
dos fitoquimicos com as nanoparticulas de material na escala de tamanho investigada. A
literatura relata que a manipulacdo das AuNPs em superficies como a mica por exemplo, pode
ser influenciada pelas caracteristicas morfologicas da particula e tipo de ponta utilizada. A
compreensdo dos diferentes tipos de movimento que a particula pode realizar durante a
manipulagdo, uma vez que o tipo de movimento das particulas causa perda de energia e desgaste
nas superficies de contato. Observa-se também que o tipo de molécula que envolve a NP
também influencia no movimento e trajetoria (DARWICH et al., 2011). Nesse caso em
particular, onde temos um filme de AuNPs, sem estarem depositadas em uma superficie lisa,
como vidro ou mica, ndo se teve dificuldade de se obter as imagens. A imagem abaixo foi feita
em uma escala de varredura 500 x 500 nm.

Na Figura 44 podemos observar a morfologia das nanoparticulas com uma area de
varredura de 500 x 500 nm. Na imagem da esquerda, observamos a topografia do material
particulado, onde nota-se a presenca de um “relevo” bastante acidentado, com varias alturas e
depressdes, devido ndo ser uma camada uniforme. J4 a imagem de fase, revela contornos
bastante definidos, podendo distinguir NPs de diversos formatos agrupados. Essa variedade de
formatos observados pode ser atribuida a maleabilidade do material, j4 que estdo todas

confinadas em um mesmo espaco, e algumas, devido a energia livre de Gibbs, tendem a ir para
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o estado energético mais favoravel, seja se aglomerando ou se “espremendo” entre as outras.
No canto superior esquerdo da imagem de fase (destaque circulo branco) nota-se a presenca de
uma NP com formato triangular. Ja no circulo vermelho, observa a presenga de NP com uma
discreta morfologia de um pentagrama. No detalhe em amarelo apresenta uma configuracao de
nanorods (nanobastdes). Estas formas sdo conhecidas como anisotropicas e sua banda
plasmonica tende a ser deslocada para direita no espectro UV-Vis, que ndo foi observado em
nossos resultados, podendo-se conjecturar que essas NPs sdo uma minoria aqui nos resultados.
Entretanto essas formas distintas s6 apareceram nas imagens feitas diretamente na superficie

do pellet da solugao coloidal centrifugada.

Figura — 44: Imagem das AuNPs do filme de NP. Varredura feita em 500 x 500 nm

Fonte: proprio autor (2018).

Esta imagem foi determinada pela da deflexdo do cantilever proporcionada o pelas
forcas de interagdes atdmicas entre a ponta e o material (AuNPs). As forcas de interagdes entre
moléculas da superficie da amostra a ponteira resultam na deflexdo do cantilever, que atua como
um transdutor de forca. Nota-se pela escala de cores, que as regides mais claras sdo mais altas
e as mais escuras sdo mais baixas. A imagem de fase, mostra claramente o limite de cada NP,

com suas bordas bem definidas.
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6. CONCLUSAO

O extrato aquoso de A. occidentale pode ser utilizado como agente redutor e
estabilizador para obtencao de nanoparticulas de ouro a partir do HAuC/l4 como proposta através
da sintese verde. As particulas produzidas apresentaram um tamanho médio de 85,6 nm e pico
de absorbancia de 532nm no UV-Vis como método de caracterizacdo. A superficie da mica
isolante utilizada no presente trabalho, vendida no comércio local, mostrou-se como uma
excelente alternativa para deposicdo de materiais e visualizagdo de amostras, a um custo

extremamente baixo.
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7. PESRPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos e da metodologia empregada, uma gama de
possibilidades de aplicagdo dessa ferramenta tecnologica especialmente no campo da
biomedicina. O aperfeicoamento dos métodos com grande rendimento e de baixo custo para a
sintese de NPs e que seja ecologicamente vidvel, tanto para a saide humana e ambiental, ¢ um
relevante desafio, pois as atuais metodologias para a produgdo utilizam produtos quimicos,
muitas vezes toxicos, e processos de uso intensivo de energia e alto custo.

Algumas questdes ainda precisam de um melhor entendimento como a cinética da
reacdo, o comportamento e estabilidade das AuNPs quando submetidas a sintese com maior
concentracdo de extrato e pH na faixa fisiologica, a estabilidade e manutengdo das
caracteristicas durante um tempo de estocagem a baixas temperaturas e especialmente a
realizagdo de testes em Trypanosoma cruzi e determinar a concentracdo inibitdria minima.

Nesse sentido, 0 4. occidentale ¢ uma boa alternativa para a produ¢do de nanoparticulas
de ouro e faz parte do cendrio da quimica verde, que ¢ ambientalmente aceitavel, e excelente

candidata a varias aplicacdes biomédicas.
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