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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo preparar nanoparticulas utilizando uma abordagem
ecolégica, com base em extratos de cha que, neste caso, apresentam a funcao de agente redutor e
agente estabilizante, através de um processo sintético simples, sem a aplicacdo de agentes quimicos
téxicos.

Neste método “verde”, as nanoparticulas de ouro e prata (AuNPs e AgNPs) foram preparadas
pela reducdo de sais metalicos (HAuCl; e AgNOs) através dos polifenéis do cha, que atuam como
agente redutor e de estabilizacdo. Foi também estudada a introducdo de técnicas como o0s
microondas e sonoquimica, na sintese das AgNPs.

Foram utilizadas diferentes técnicas tais como a microscopia eletrénica de transmisséo
(TEM), microscopia eletronica de varredura (SEM), espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR), espectroscopia de UV-visivel (UV-Vis), difracao de raios-X (XRD) e espectroscopia
de raios-X por energia dispersiva (EDS) para caracterizar o tamanho e uniformidade das diferentes
nanoparticulas (NPs) sintetizadas.

As NPs obtidas foram testadas como catalisadores na reducdo de varios compostos nitro
arométicos e na reducdo de hexacianoferrato(lll) em solucdo aquosa.

Para a reducéo de alguns dos compostos nitro foram estudados varios pardmetros como por
exemplo, o tempo de reacdo, o tipo e quantidade de agente redutor, a forma, o tamanho ou a
guantidade de AuNPs com vista a otimizacdo das condi¢des reacionais e estudo das propriedades
cataliticas das NPs sintetizadas. Também foi estudada a reutilizacdo de AuNPs como catalisador
nesta reagao.

As AgNPs também foram testadas para outras aplicac6es na &rea de catalise, tais como a
condensagdo de Knoevenagel e a degradagdo de pigmentos, no entanto estas ndo foram
bem-sucedidas.

A capacidade de ligacdo das NPs ao ADN (DNA-CT), numa solu¢do tampdao, foi estudada
utilizando métodos como a absorvancia, fluorescéncia, dicroismo circular e viscosidade. A constante
de ligacdo ao ADN e o tamanho do local de ligagéo, juntamente com os dados obtidos pelas outras
técnicas efetuadas, sugerem que a ligacéo entre as NPs (Au e Ag) se efetua por intercalagédo.

As NPs também foram testadas relativamente a sua capacidade de ligagdo a proteinas
(albumina do soro bovino, BSA). A sua interacdo foi estudada utilizando a espectroscopia de
fluorescéncia. Os resultados indicaram que as NPs apresentam uma forte capacidade de extincdo da
fluorescéncia intrinseca da BSA e os espectros de fluorescéncia sincrona revelam que a interacao
destes dois compostos altera o microambiente da BSA, nomeadamente dos seus residuos de

triptofano e tirosina.

Palavras-Chave

Nanoparticulas de ouro, Nanoparticulas de prata, Sintese “verde” , Catalise , Redugao de compostos
nitro, ADN, BSA.






Abstract

The present work aimed to prepare nanoparticles using an eco-friendly approach based on
tea extracts as a reducing and capping agent, in a simple step, without application of toxic chemicals.

In this green method, gold and silver nanoparticles (AuNPs and AgNPs) were prepared by the
reduction of metal-salts (HAuCl, and AgNO3) using polyphenols from the tea which act as both
reducing and capping agents. Ultrasonic and microwave-assisted methods were tested to improve
AgNPs synthesis. Different physical techniques such as transmission electron microscopy (TEM),
scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, UV-Visible
(UV-Vis), X-ray diffraction (XRD) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) were used to
characterize the size and uniformity of the different synthesized nanoparticles (NPs).

Furthermore, the obtained NPs were used as catalysts in the reduction of various aromatic
nitro compounds, and in the reduction of hexacyanoferrate(lll) in agueous solution. For the reduction
of aromatic nitro compounds the effects of a variety of factors (e.g., reaction time, type and amount of
reducing agent, shape, size or amount of AuNPs) were studied towards the optimization of the
processes. The reusability of AUNPs as catalyst in the reduction of a nitro compound was also tested.

The AgNPs were also tested for other applications in the area of catalysis, such as the
Knoevenagel condesation and the reduction of pigments, where they weren’t well succeeded.

The DNA binding efficacy of the NPs with CT (calf thymus) DNA in a buffer solution was
investigated using absorption, fluorescence, circular dichroism and viscosity titration methods. The
DNA binding constant and binding site size and the data gathered from other techniques suggest a
intercalative mode of binding to CT-DNA.

The NPs binding properties on BSA (bovine serum albumin) were also studied. The interaction
between them was investigated using fluorescence spectroscopy. The analysis indicated that the NPs
have a strong capability to quench the intrinsic fluorescence of BSA by static quenching mechanism.
Synchronous fluorescence spectra reveal that the interaction of NPs with BSA changes the

microenvironment of tryptophan and tyrosine residues.

Keywords

Gold nanoparticles, Silver nanoparticles, Green Synthesis, Catalysis, Redution, Nitro compounds,
DNA, BSA.
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I.1- NANOPARTICULAS

O termo nanoparticula refere-se normalmente a particulas com tamanhos até 100 nm. Estas
particulas sdo muito menores do que os objetos com que se lida no quotidiano, que séo descritos
pela lei do movimento desenvolvido por Newton. No entanto, sdo maiores do que atomos ou
moléculas simples que séo regidos pela mecénica quéantica. Assim, as nanoparticulas metalicas,
encontram-se numa categoria intermédia onde as suas propriedades ndo sao idénticas as dos metais,
nem as dos compostos moleculares.’

As nanoparticulas metélicas apresentam propriedades fisico-quimicas distintas e estas
variam consoante a sua dimenséo e distribuicdo. Podem também exibir diferentes morfologias (flocos,
esferas, formas dendriticas, etc.) dependendo do seu método de prepr:xrag:io.l

Recentemente este tipo de nanomateriais tém despertado grande interesse, devido ao largo
espectro de aplicacdo em diversas areas como as ciéncias biomédicas, os cosméticos, a inddstria
alimentar e quimica, a saude ambiental, os dispositivos oticos, a eletronica, em estudos cataliticos,
nos emissores de luz ndo-lineares e em aplicacdes fotoeletroquimicas. *®

A primeira referéncia a nanoparticulas, nomeadamente de ouro néo visiveis ao olho humano
foi reportada por Kunchel no século XVII (1676). No entanto sé no século XIX (1857) é que Faraday
reportou a sintese de ouro coloidal (Figura 1). Desde o trabalho pioneiro de Faraday, tém sido
publicados milhares de trabalhos cientificos sobre a sintese e propriedades de nanoparticulas
metalicas, utilizando uma grande variedade de solventes e substratos. Na Ultima década, os coloides
de ouro tém sido o tema de um consideravel e crescente nimero de livros e artigos. O tema tem sido
intensivamente investigado e apresenta-se bastante atual, pelo que a maioria das referéncias

reportadas neste trabalho apareceram no século XXI. 16
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|.2 — PROPRIEDADES DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas possuem propriedades especificas que podem ser muito atrativas para
aplicacdes em multiplas areas. Estas propriedades séo, por exemplo, os pontos de fusdo mais baixos
e as areas superficiais especificas elevadas. Em relagdo ao tamanho macroscopico, as
nanoparticulas apresentam propriedades Oticas, mecanicas e magnéticas diferentes devido a sua
dimens&o.*®

As propriedades fisicas e quimicas dos nanomateriais dependem da sua composigdo, do

10,11

tamanho e forma da particula™"", além da distancia interparticulas, da natureza da camada

superficial organica (shell) e da estrutura da banda eletrénica.™>®
As propriedades 6ticas que as nanoparticulas possuem sao um dos seus grandes atrativos e

estas sdo dependentes de um fenémeno designado por ressonancia de plasmao.

|.2.1- PROPRIEDADES OTICAS DAS NANOPARTICULAS METALICAS

O fenémeno fisico da ressonancia do plasmao de superficie (Surface Plasmon Resonance,
SPR) foi relatado por Wood 12 gue nao s6 descobriu o fendbmeno, mas também concluiu que muda
com a composi¢do do liquido em contacto com a superficie metalica. O primeiro tratamento teorico
deste fenémeno foi apresentado em 1907, mas s6 em 1968, Otto™®, Kretschmann e Raether®,
relataram a excitacdo da banda de superficie do plasmao e assim completaram a teoria iniciada 60
anos antes."

A ressonancia do plasmao esta associada com a excitagao coletiva de eletrdes de condugéo
e encontra-se localizada na regido do visivel ao infravermelho, dependendo do tamanho da particula,
forma e estrutura.”

Na fisica do estado sdlido, o plasmé&o representa a oscilagéo coletiva de uma carga livre do
metal, que pode ser considerada como uma espécie de onda de plasmao. A carga positiva do metal é
fixa e o eletrdo é libertado para se mover em torno dela. Quando aplicada uma fonte de luz, esta faz
com que os eletrdes livres na superficie do metal viborem em conjunto, dando origem a plasmdes de
superficie. Como os eletrbes também sé&o particulas com uma carga elétrica, quando estes vibram
também geram um campo elétrico. Quando o campo elétrico formado a partir da vibragdo dos
eletrbes livres e 0 campo elétrico externo aplicado (por exemplo, ondas eletromagnéticas) ressoarem,
o efeito resultante é referido como ressonancia do plasméo que ocorre na superficie do metal
(Figura 2). *°
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Campo elétrico

Esferas de metal

Muvens de electroes

Figura 2 - Deslocalizacao de eletr6es no efeito do plasméao de superfl'cie.15

Outros fatores importantes na determinacdo da natureza da banda de ressonéncia do plasméo de
superficie sdo a forma e o tamanho das nanopatrticulas.

Como referido, a banda SPR é dependente do material, tamanho e forma da particula.7 Pode-
se determinar a composicao fisica com base em certas caracteristicas associadas a sua estrutura
(cristalina ou amorfa).1 As oscilagbes a superficie do metal ocorrem principalmente na regido do
ultravioleta (UV), no entanto, no caso do ouro, prata e cobre, o plasma muda perto do dominio da luz
visivel. Por exemplo, o comprimento de onda do maximo da banda de ressonancia do plasméo de
superficie de uma nanoparticula de ouro esférica € 520-550 nm, enquanto uma solucao coloidal de
nanoparticulas de prata apresenta uma banda de ressonancia de plasméo maxima perto de 400 nm.

E possivel verificar que o aumento do tamanho das nanoparticulas altera esta ressonancia,
promovendo a alteracéo da posi¢cdo da banda SPR para comprimentos de onda maiores, em que a
energia (frequéncia) é menor (Figura 3, exemplo para as nanoparticulas de ouro).1

20

Densidade otica (cm™)

400 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 3 — Variacéo da banda SPR de AuNPs com diferentes tamanhos. 16

Estas variacBes observadas para o comprimento de onda, da banda de absorcéo,
correspondem a absorcao de diferentes cores, no espectro do visivel, fazendo com que as solugdes
apresentem cores distintas. Por exemplo, uma solucdo coloidal de nanoparticulas de prata com o
valor maximo da banda SPR perto de 400 nm absorve a cor azul da luz visivel e as particulas de
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prata transmitem a cor amarela (cor complementar ao azul).l'6 A Figura 4 apresenta diferentes
exemplos de tamanhos e formatos de nanoparticulas que assumem cores bem distintas. Assim, e
através da banda SPR das nanoparticulas é possivel concluir sobre o seu tamanho e formato, pela
cor que as solugbes apresentam. Assim, uma vez que a banda SPR reflete as diferentes as
propriedades das nanoparticulas, este efeito também esta relacionado com as potenciais aplicacbes

das nanoparticulas.

e = e . S @ — S —— —— *AGpetrrase

Figura 4 - Variacdo da cor de solu¢des contendo nanoparticulas, de ouro e prata, com diferentes

tamanhos e formas, %41
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|.3— SINTESE DE NANOPARTICULAS

O processo de sintese de nanomateriais € muito importante pois o método devera ser
adequado, de forma a ser possivel controlar as suas propriedades, tendo em conta as especificacdes
da sua aplicacdo. Assim sendo, 0s processos ou métodos utilizados devem conseguir controlar varios
pardmetros como o tamanho, distribuicdo, forma, estrutura cristalina e composicdo das
nanoparticulas (sem impurezas). Estes devem também proporcionar controlo da agregacao,
estabilizacdo das propriedades fisicas e estruturais, ter uma alta reprodutibilidade e idealmente
deveram permitir a produgcdo em massa, o scale-up e reducgéo de custos de operagéo.l

Séo conhecidas duas abordagens para a preparacao de nanoparticulas. Um dos métodos é
conhecido por top-down ou breakdown (top-base ou desconstrutivo) onde uma forca externa é
aplicada ao sélido, levando a sua divisdo em particulas pequenas. O segundo método é denominado
por build-up ou bottom-up, (construtivo ou base-topo), onde se produz nanoparticulas a partir de

atomos de gés ou liquidos, sendo este baseado em transformacdes atémicas ou condensacgdes

1,17,18
Top Down

Material na escala
macromolecular

&1 =

g Nanoparticulas

moleculares.

0

aa
Qoa
aaQ

Aglomerados

c‘gg’»

i
Atomos

Bottom Up

Figura 5 - Exemplo esquematico das diferencas das metodologias Top down e Bottom up, na sintese

de nanoparticulas. A% 919

O método top-down, que consiste na quebra de uma substancia sélida, pode ser subdividido
em duas técnicas: a moagem seca e a moagem himida. Na técnica de moagem a seco, a substancia
sélida € moida como resultado de um choque, compresséo, ou por friccdo, usando equipamentos
baseados nos mais variados tipos de moinhos (moinho de martelos, de cisalhamento, rolos e outros).
No entanto, para este método € dificil obter particulas com tamanhos de grdo menores que 3 um. Por
outro lado a moagem humida de um substrato sélido é efetuada usando outros tipos de moinhos
como por exemplo os moinhos de esferas vibratoério, moinhos planetario de esferas, moinho de
pérolas de agitacdo. Comparado com a técnica seca, 0 processo por via hiumida é adequado para

prevenir a aglomeracéo das nanoparticulas formadas, sendo assim possivel obter nanoparticulas com
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elevada dispersdo. Para a metodologia top-down também sédo conhecidas outras técnicas para além
da moagem, tais como, técnicas mecanicas e quimicas.™*®

A abordagem bottom-up é dividida em processos na fase gasosa e na fase liquida. Para a
abordagem gasosa tem-se o0 método de deposicéo de vapor quimico (DVQ) que envolve uma reacéao
guimica e o método de deposicao fisica de vapor (DFV), que utiliza o arrefecimento do material
evaporado. Esta metodologia permite a producdo de nanoparticulas de 10 a 100 nm, através de um
cuidadoso controlo da reagdo. Realizar a reagdo quimica a altas temperaturas, pelo método DVQ,
exige fontes de calor tais como chama quimica, processo de plasma, laser, ou um forno elétrico. No
método DVF, o material sélido ou liquido é evaporado e o vapor resultante é rapidamente arrefecido,
obtendo-se as nanoparticulas desejadas.

Embora os métodos de fase gasosa minimizarem a ocorréncia de impurezas organicas nas
particulas formadas, quando comparados com os métodos em fase liquida, estes necessitam da
utilizacdo de equipamentos de vacuo complexos, que apresentam desvantagens como o0s altos
custos envolvidos e baixa produtividade.*®
Os métodos de fase liquida tém sido os principais métodos de prepara¢édo de nanoparticulas.

Estes podem ser sub-divididos em métodos liquido-liquido e métodos de sedimentacéo.

Um exemplo tipico do método liquido-liquido € a redugcdo quimica dos ibes metéalicos, cuja
principal vantagem ¢é a facil fabricacdo de particulas com varias formas (por exemplo, nanoprismas,
nanofios, nanopratos, entre outros). Com este método é possivel refinar a forma e o tamanho das
nanoparticulas, alterando o agente redutor, o agente de dispersao, o tempo de reacdo e a
temperatura. O método envolve a reducdo quimica dos iBes metalicos para os seus estados de
oxidacg&o zero (i.e., M" — MO), e 0 processo utiliza equipamentos ou instrumentos simples podendo
produzir grandes quantidades de nanoparticulas a baixo custo e num curto periodo de tempo. A
utilizacdo de radiacdo microondas como a fonte de calor pode produzir nanoparticulas de alta
qualidade num curto periodo de tempo.l'3

Além do método de reducdo quimica em que se adiciona um agente de reducdo (método de
reducéo direta), sédo conhecidos outros métodos de reducdo, tais como a foto-reducéo (utilizando
raios gama), sonoquimica e de plasma liquido que podem ser utilizados para sintetizar
nanoparticulas. Estes métodos alternativos, que nao utilizam uma substancia quimica redutora, tém o
atrativo de ndo adicionarem impurezas externas as nanoparticulas. Para além destes sdo conhecidos
outros métodos como a secagem por pulverizacdo, pirélise de pulverizacéo, sintese solvotérmica e o
método supercritico.

A técnica geral dos métodos de sedimentacdo é um processo sol-gel, que tem sido
extensivamente utilizado para o fabrico de nanoparticulas de éxidos de metais. Este procedimento
transforma uma solugdo de um alcoxido de metal numa solugdo coloidal por meio de hidrolise,
seguida por policondensacdo de um gel. O processo de impregnacdo (método de fase liquida)
garante uma alta dispersividade das nanoparticulas em comparagdo com o método seco. No entanto,
se as nanoparticulas resultantes forem secas, rapidamente se inicia a sua agregacdo. Neste caso, a
re-dispersdo podera ser efetuada de acordo com o processo utilizado no método de fase sélida.*

Em certos casos pode haver a necessidade de separar particulas com tamanho desejado, a

partir de uma solucdo coloidal que contém varios tamanhos. Assim, existem métodos para efetuar
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esta separagdo, nomeadamente utilizando técnicas como precipitacdo, separacdo por centrifugacao,
coluna de filtragdo em gel ou electroforese em gel.1

Para a abordagem bottom-up, que é a abordagem mais utilizada nos principais métodos de
preparacdo de nanoparticulas, existem varias etapas, durante a formacao das nanoparticulas. Estas
etapas sao: (i) geracdo de atomos; (ii) nucleacdo para formar um aglomerado inicial de atomos
(cluster); (iii) crescimento do aglomerado até atingir um determinado volume; e (iv) adicdo de um
agente de protecdo em torno do aglomerado que impede uma aglomeracdo maior do que a desejada
(Figura 6). ApGs o seu crescimento para o tamanho desejado, serd sempre necessario estabilizar a
superficie das particulas por adicdo de um agente dispersante. As nanoparticulas devem ser
formadas na presenca de um agente de protecdo, que pode envolver compostos como alcanotiéis,
aminas, nucleotideos e polimeros, a fim de evitar a agregacdo das nanoparticulas, resultantes das

forcas de atracdo de Van der Waals (Figura 7).>%®

Estes agentes promovem uma camada protetora
sobre as nanoparticulas, que permite uma maior estabilidade das nanoparticulas em solut;éo.20 De
notar que se o tamanho das nanoparticulas diminui (isto é, se ha um aumento da area superficial
especifica), entdo o aumento da energia superficial das nanoparticulas vai facilitar a sua agregagéo.
Quando a concentragdo de nanoparticulas € invulgarmente elevada, a acdo estabilizadora do agente

protetor pode ja ndo ser suficientemente forte para evitar a agregacao.”
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Figura 6 - Esquema da sintese de nanoparticulas de prata, por redugdo com borohidreto de sddio e

estabilizaco com citrato. A% % %
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Figura 7 - Representacgéo das forcas de Van der Waals, na agregacgédo de particulas. Adap. de 22.

1.3.1- NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro (AuNPSs) ou coléides de ouro sdo as nanoparticulas metalicas mais
estaveis e que apresentam caracteristicas muito interessantes que permitem a sua utilizacdo em
varias aplicacdes. A sua sintese pode ser efetuada por varios métodos, mas tal como a maioria das
vias de producao de nanoparticulas utiliza-se maioritariamente a abordagem bottom-U|o.6’23

Os métodos convencionais de sintese de AuNPs, séo efetuados por intermédio da reducéo
de derivados do ouro(lll), onde o mais utilizado tem sido a reducdo com citrato de HAuCl, em &gua.
Atualmente é possivel controlar o tamanho das nanoparticulas formadas a partir do racio entre o
agente redutor/estabilizante e o substrato. Além do tamanho, também a forma pode ser controlada,
através da monitorizacdo dos parametros reacionais.®

Como métodos menos convencionais, utilizam-se técnicas fotoquimicas (radiagdo UV e
infravermelhos), sonoquimicas (aplicagdo de ultrassons), microondas, laser e decomposi¢ao térmica.’
As vantagens que estes métodos apresentam sao a simplicidade, menores custos e o facto de serem
técnicas “amigas do ambiente”. Para alguns casos existe ainda a vantagem de utilizarem
equipamentos facilmente disponiveis e a possibilidade de se obterem particulas com elevada

seletividade de tamanho e pureza.24
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[.3.2— NANOPARTICULAS DE PRATA

Para a sintese e estabilizacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido utilizados varios
métodos quimicos e fisicos. As abordagens quimicas mais comuns incluem a reducdo quimica,
utilizando uma variedade de agentes redutores orgénicos e inorganicos, técnicas eletroquimicas e
redugdes fisico-quimicas. A maioria destes métodos esté ainda em fase de desenvolvimento devido a
problemas com a reatividade, agregacdo das nanoparticulas, controlo do crescimento do cristal
formado, morfologia, tamanho e distribuicao de tamanho.?

A abordagem mais comum para a sintese de AgNPs também ¢é a reducdo. Sdo utilizados
diferentes agentes redutores, tais como citrato de sodio, boro-hidreto de sédio (NaBH4),21 N,N-
dimetilformamida (DMF)Z, entre outros. A presenca de agentes estabilizantes (por exemplo, tiéis,
aminas, &cidos e &lcoois) nas solu¢des contendo NPs, oferecem a possibilidade de estabilizar o
crescimento das mesmas, protegendo-as da aglomeracdo e mantendo as suas propriedades
superficiais.

Como abordagens fisicas, as mais importantes sdo a evapora¢édo-condensacao e ablacao por
laser. Estes métodos tém como vantagens a auséncia de contaminacéo por parte do solvente e a

uniformidade da distribuicdo das NPs.?

|.4— SINTESE “VERDE” DE NANOPARTICULAS METALICAS

As nanoparticulas (NPs) metalicas s8o normalmente sintetizadas utilizando métodos
quimicos que envolvem uma reacdo de reducdo por agentes redutores organicos ou inorganicos, que
podem em simultdneo atuar como agentes estabilizantes de forma a evitar a agregacdo das NPs
(como a hidrazina, borohidreto de s6dio ou a N,N,-dimetilformamida). Atualmente sabe-se que estes
quimicos estdo associados a riscos ambientais e de toxicidade, o que leva a um crescente interesse
no desenvolvimento de estratégias de sintese, que possam envolver métodos menos agressivos para
0 ambiente e a0 mesmo tempo sejam sustentaveis, para a preparacdo de vdrias nanoparticulas
metalicas, com tamanhos e caracteristicas especificas.”*®*

Os processos "verdes" idealmente seriam realizados a pressao atmosférica e a temperatura
ambiente, em meio aquoso ou em condi¢des livres de solvente e utilizando compostos “amigos do
ambiente” como agentes redutores. Assim, a escolha do solvente, de agentes redutores e
estabilizantes néo téxicos e “amigos do ambiente” sdo questdes importantes a considerar na sintese
“verde” de nanoparticulas. Para o desenvolvimento de técnicas “verdes” e mais sustentaveis é
necessario desenvolver sinergias entre a nanotecnologia e a natureza. Assim, estes processos de
sintese “verde” muitas vezes envolvem microorganismos e produtos naturais. >2%2>3

Um componente natural que tem atraido grande atencdo, no meio cientifico, devido aos
beneficios para a saude, é o cha. A nanotecnologia “verde” desenvolvida utilizando extratos de cha,
frutos ou verduras tem como base os fitoquimicos presentes nestes produtos que sao antioxidantes

poderosos, e que por isso possibilitam a producédo de nanoparticulas biocompativeis que atualmente
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sdo testadas em diversas areas, como a saude e a energia. Estes fitoquimicos presentes no cha tém
a dupla funcao de agente redutor do metal e também de estabilizador, num sé passo.?’**%

Os extratos aquosos de cha sdo conhecidos pelo seu elevado teor em flavondides e
compostos fendlicos, pelo que no presente trabalho estes foram escolhidos para atuar como um
agente redutor e estabilizante “verde” e de baixo custo para a sintese de diferentes NPs metalicas. Na
natureza, os polifendis sdo dos compostos mais importantes em diversas reacdes biolégicas de
reducdo muito frequentes em plantas e animais. Os flavonéides atuam como antioxidantes pois tém a
capacidade de doar atomos de hidrogénio. O hidroxifenol e seus derivados podem ser utilizados com
agentes redutores versateis para sinteses simples de nanoparticulas com diferentes morfologias.'34

Assim, uma vantagem deste método € a possibilidade de controlo do tamanho das NPs,
variando a concentracéo da solucdo de chd utilizada na sua preparagéo. Para além disso, é possivel
alterar a forma das NPs, alterando a concentracéo da solucéo do agente redutor e/ou o racio do sal

metalico.*®
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|.5— APLICACOES DAS NANOPARTICULAS

As NPs metdlicas, e em especial as que derivam de Oxidos metalicos, sdo atualmente
utilizadas como aditivos de combustiveis de modo a diminuir as emissfes de gases poluentes (CO, e
CO) aumentando a eficiéncia de combustdo.* Devido & sua elevada area superficial, também esto a
ser investigadas para o desenvolvimento e producédo de eletricidade solar fotovoltaica.”*

As NPs também podem ser utilizadas para produzir um catalisador ativo com elevada
seletividade (por exemplo, nanoparticulas de ouro) fazendo com que a eficiéncia de certas reagdes
seja reforcada.’

A versatilidade das NPs de ouro e prata em campos como a catalise, os biossensores, a
foténica, sistemas de “drugdelivery”, agentes antimicrobiais em ensaios imunitarios, ensaios clinicos,
detecao e fototermolise de microorganismos e células cancerigenas, além de “bioimaging” torna-as as
mais estudadas até a data. Estas nanoparticulas tém sido propostas para utilizacdo em praticamente
todas as etapas médicas, incluindo o diagnéstico, a terapia e a profilaxia, e também em higiene (por
exemplo, purificacdo de aguas residuais). As nanoparticulas de ouro produzidas a partir de extratos

vegetais também tém sido utilizadas em tintas antibacterianas.*®?%*°

As nanopatrticulas de prata apresentam especial interesse devido a sua ampla gama de
aplicacdes antibacterianas’, em biossensores*' (detecdo de bactérias) ou para atividades
anticancen’genas“z. Estas possuem aplicagdes como catalisador, sensores 6ticos, engenharia téxtil,
eletrénica, 6tica e mais importante, no campo da medicina com aplica¢des antibacterianas e como
agente terapéutico. Estas nanoparticulas podem ser utilizadas em componentes eletronicos devido as
propriedades eletroquimicas das nanoparticulas de prata, incorporadas em produtos cosméticos e
téxteis, fibras compdésitas e materiais supercondutores criogénicos.z’43 Contudo, as AgNPs tém uma
maior propensdo para desenvolver corrosdo e agregacdo, pelo que o seu uso € mais limitado,
comparativamente com o ouro, especialmente em aplicagcbes biolégicas, embora tenha sido provado

que a prata em pequenas quantidades n&o é toxica. 4%

[.5.1— APLICACAO EM CATALISE

As nanoparticulas tém apresentado grande interesse em aplicacdes cataliticas, por
apresentarem atividades maiores. Tém sido utilizadas para catalisar reacfes de oxidagéo,
especificamente oxidagéo da glicose, oxidagdo aerobica de alcoois, oxidagdo do CO e epoxidacéo do
propileno.“ﬁ’47

Na area da catalise heterogénea, tém sido utilizados uma grande variedade de o6xidos e
sulfuretos de metal em sinteses quimicas inorganicas, como catalisadores. Os -catalisadores
metalicos, no geral, sdo amplamente usados numa variedade de reac¢des, incluindo a hidrogenacéo,
oxidacdo completa e parcial, e reducdo de NOx com hidrocarbonetos. Os catalisadores séo
geralmente dispersos como pequenas particulas suportadas em 6xidos de metal estaveis, tais como
AlL,Os e SiO,. Na verdade, os elementos que sédo utilizados como catalisadores metdlicos séo apenas

12 e pertencem aos grupos 8, 9, 10 e 11 da Tabela Periédica. Os mais utilizados séo o ferro, cobalto,
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niquel e cobre (metais 3d), o rédio, paladio e prata, (metais 4d) e platina (metal 5d). O ouro (5d) tem
sido a Unica excecgdo desta lista, uma vez que foi considerado quase como inativo como um
catalisador. No entanto, quando o ouro € utilizado como nanoparticulas com diametros inferiores a 10
nm e é disperso em suportes ceramicos, passa a ser um catalisador altamente ativo para muitas
reactes, tais como a oxidacdo de CO e alcoois™*, reacdes de acoplamento,* sintese do cloreto de
vinilo®” e de epoxidacdo do propileno na fase gasosa.” Na forma de nanoparticulas, tanto as
caracteristicas cataliticas e de adsor¢éo da superficie do ouro aumentam. Assim, a acdo catalitica é

mais rapida quanto menor for o tamanho das nanoparticulas.®*"*?

[.5.1.1- Reagdes de Reducéo

Tal como para varios outros tipos de reagdo, as reacbes de reducdo tém sido bastante
investigadas, com a utilizagdo das nanoparticulas como catalisador."
Entre as reacdes de transicdo redox catalisadas por metais, a redugdo de composto

nitroaromaticos € uma das mais importantes. A reducdo do 4-nitrofenol tem interesse em ser
desenvolvida, pois este é um conhecido subproduto de pesticidas, herbicidas e da industria dos
corantes sintéticos e o seu produto de redugéo, o 4-aminofenol, € um composto bem menos poluente
e mais “amigo do ambiente”, para além de ser um percursor de medicamentos analgésicos e
antipiréticos e é um intermediario do paracetamol.®?*%*

Estas reacdes foram escolhidas por serem reacdes modelo, através das quais é possivel
examinar a performance catalitica das nanoparticulas em estudo. Sdo consideradas rea¢gdes modelo,
pois apresentam caracteristicas que permitem a facilidade de interpretagdo dos resultados obtidos e
de percecédo do decorrer da reacdo, como o facto de poderem ser monitorizadas por espectroscopia
de UV-Vis, pois possuem bandas de absor¢do bem definidas para os substratos, intermediarios e
produtos da reacdo. No entanto estas tém de ser realizadas em condi¢cdes suaves (temperatura
ambiente, utilizando solventes como a &gua). As reacdes modelo permitem avaliar eficiéncia de

diferentes NPs, sendo muito Uteis, inclusivamente, para concluir sobre parametros 6timos destas.”

I.5.1.2— Degradacéo de Pigmentos

As aguas residuais de processos industriais contém varios compostos que sao toxicos e nao
permitem tratamento biolégico direto. Os pigmentos sdo 0 maior poluente e contaminante das aguas.
Estes pigmentos sdo quimicamente estaveis e ndo sdo biodegradaveis na agua, o que faz deles
potencialmente prejudiciais para o ambiente. Uma das maiores preocupacdes ambientais com
pigmentos € a sua absorcéo e reflexdo da luz solar ao entrar na 4gua, que pode causar interferéncias
no crescimento de bactérias. Os poluentes, uma vez libertados no ecossistema aquatico podem
causar varios problemas ambientais, pelo que é necessario tentar desenvolver técnicas para a
reducdo da concentracdo destes, antes de serem libertados para o meio ambiente. Assim, com vista
a amenizar estes problemas, surge neste trabalho a tentativa de aplicacdo de nanoparticulas, na

remocédo destes compostos.%’57
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I.5.1.3—- Reacbes de Condensacéao

A reacédo de condensacao de Knoevenagel € uma modificacdo da condensacédo alddlica. Esta
consiste na reacdo entre um composto carbonilico e outro contendo o grupo metileno ativado,
resultando na formacdo do aduto com uma ligag&o dupla carbono-carbono.

Esta reacdo € um dos métodos mais importantes e mais vastamente empregues para a
formacao de ligacBes carbono-carbono. Tem aplicacéo na preparacdo de varios alcenos substituidos
e na sintese de intermediarios como derivados de cumarinas utilizadas em perfumes, cosméticos e
compostos bioativos. Devido a sua importancia para a industria farmacéutica tém sido reportadas

%859 Assim, com este trabalho

vérias metodologias e técnicas para a elaboracdo desta reacéo.
pretende-se estudar a atividade das nanoparticulas nesta reacdo, de modo a ser possivel obter uma

metodologia mais “verde”, eficiente e “amiga do ambiente”, para esta importante reacao.

[.5.2— APLICACAO EM ESTUDOS BIOLOGICOS

Como referido anteriormente, as nanoparticulas, nomeadamente as de ouro e de prata, tém
suscitado um grande interesse em aplicacdes médicas, antimicrobianas e como biossensores, devido
as suas Unicas e atrativas propriedades.® A ligagdo de nanoparticulas e biomoléculas tém ganho
muita atencdo quer industrial, quer a nivel académico, uma vez que esta combinacdo pode criar

novos materiais para varias aplicacdes biotecnolc')gicas.61

[.5.2.1- Interagdes com o ADN

A interacdo de NPs metalicas com &cidos nucleicos é muito estudada no campo da
bioinorganica devido a possiveis efeitos na sintese, replicagédo e na estrutura do ADN e do RNA.% Por
esta razdo, os compostos com capacidade para interagir com o ADN possuem elevado potencial
como agentes quimioterapéuticos, podendo suprimir a replicacdo ou transcricdo de genes de células
cancerigenas. Deste modo, um dos grandes desafios para os investigadores de nanobiotecnologia
tem sido a concecdo de moléculas que se liguem ao ADN seletivamente, com constantes de
associacao elevadas.

O ADN é uma molécula biolégica que possui varios locais de ligacdo disponiveis para outros
compostos. Deste modo, os compostos quimicos podem interagir com o ADN por ligacdo aos sulcos
(cavidades), intercalacao ou por ligacdo externa por interacfes eletrostaticas atrativas.®** E sabido
gue o brometo de etidio (BE) se liga ao ADN por intercalacéo e o Hoechst 33258 € um exemplo de
um composto que se liga pelos sulcos (groove binding) (Figura 8). A interacdo entre os compostos e o

ADN é normalmente iniciada por transferéncia hidrofébica de um ligando lipofilico do ADN da solucao


https://pt.wikipedia.org/wiki/Condensa%C3%A7%C3%A3o_ald%C3%B3lica
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aquosa polar para um ambiente menos polar do ADN. De notar que em varias casos 0os 3 modos de
ligacdo podem ocorrer simultaneamente.®

Ligacéo por Ligacdo pelos
intercalacdo sulcos wd

Figura 8 - Diferentes modos de ligacdo ao ADN, verificada para dois compostos distintos (brometo de
etidio & esquerda e o Hoechst 33258 a direita)®®

E sabido que as propriedades fisicas do ADN se alteram quando este se liga a outros
compostos quimicos, formando complexos de associacdo, podendo inclusivamente provocar
alteracdes na forma de hélice. As formas conhecidas do ADN séo trés, a A, B e Z, sendo a B a mais
comum (Figura 9).

Forma A Forma B FormaZ

Figura 9 — Formas conhecidas adoptadas pela hélice do ADN. A%t e 65

Assim, uma vez que as propriedades fisicas dos complexos formados sao distintas das do
ADN, o seu estudo pode ser muito Util na avaliagdo do processo de interagdo, permitindo a
confirmacdo do modo de ligacdo e a sua extensao.

As propriedades do complexo formado podem ser avaliadas através da medicdo da sua
viscosidade, temperatura de fusdo e propriedades de absorcdo e emissdo. Para a andlise destas
Ultimas, pode-se recorrer a técnicas de espectroscopia de UV-Vis, de fluorescéncia e dicroismo
circular e linear. De referir que muitas vezes s6 a combinacao de métodos permite obter informacéo

suficiente para concluir sobre o0 modo de ligagao do composto quimico ao ADN.%
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[.5.2.2— Interacdes com proteinas

As proteinas séo constituidas por sequéncias de aminoacidos ligados entre si por ligagbes
peptidicas, onde cada molécula apresenta uma sequéncia bem definida de aminoacidos. Os
diferentes aminoacidos e a sua combinacao na molécula sao responsaveis pela diversidade funcional
e consequentes propriedades das proteinas. Em condicdes fisioldgicas, a cadeia de aminoacidos
enrola-se espontaneamente, adquirindo uma estrutura tridimensional. De modo a desempenharem as
suas funcdes biolégicas, as proteinas sofrem modificacdes enzimaticas ou quimicas, durante ou ap6s
a sua sintese. Estas modifica¢cdes sdo muito importantes para compreender a estrutura das proteinas
e a relacdo estrutura/fung@o. Normalmente existe apenas uma conformacéo (arranjo tridimensional
energeticamente estavel) para a qual a proteina mantém a atividade biolégica (conformacgéo nativa).66

As interacbes entre compostos quimicos e as proteinas tém importantes implicagcbes em
determinados processos biologicos. As interagdes podem resultar na formacdo de complexos
estaveis (agregados) que podem ter efeitos significativos na distribuicdo da concentracéo livre e
atividade biolégica. *’

A andlise da estrutura das proteinas apresenta quatro niveis distintos, estrutura primaria,

secundéria, terciéria e quaternaria (Figura 10).
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Figura 10 - Representacdo esquematica das varias estruturas das proteinas®

A albumina do sérum é uma das proteinas mais estudadas. Corresponde a proteina mais
abundante no plasma do sangue e as suas funcdes estdo associadas a ligacdo, transporte,
armazenagem e metabolizacdo de muitas moléculas.®®"°

Das albuminas comerciais, a albumina do soro bovino (bovine serum albumin, BSA) é a mais
utilizada em estudos bioldgicos, devido a sua estabilidade, custo reduzido e semelhanca com a
estrutura da albumina do soro humano (HSA).70

Estudos efetuados sobre a caracterizacdo da estrutura das albuminas determinaram as
regides preferenciais de ligacdes de farmacos. A albumina do soro bovino é constituida por 582
aminoacidos e apresenta dois residuos de triptofano denominados por Trp-134 e Trp-212 (Figura

12).7°
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BSA

Figura 11 — Estrutura da albumina do soro bovino. A% 47

De modo a monitorizar a eficiéncia do metabolismo de farmacos no organismo € estudada a
extincdo da fluorescéncia das proteinas, que € consequéncia da presenca de determinados
compostos quimicos. A albumina do soro bovino, excitada a 280 nm, apresenta fluorescéncia a um
comprimento de onda maximo de 350 nm, devido a compostos como os L-aminoacidos triptofano,
tirosina e fenilalanina. Dos residuos presentes nesta molécula, a emissdo dos residuos de triptofano
da BSA (Trp-134 e Trp-212) é a mais significativa, devido ao ambiente que em que se encontram
inseridos. A principal vantagem desta técnica € a elevada sensibilidade a mudangas no ambiente, na

estrutura das proteinas e nas membranas celulares.”



Resultados e Discussdo

19

Il - RESULTADOS E DISCUSSAO



20

Resultados e Discussao




Resultados e Discussdo 21

II.1 — EXTRATOS DE CHA

O estudo efetuado teve como objetivo a utilizacédo de diferentes extratos de cha na sintese de
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e de prata (AgNPs), na qual os compostos fendlicos e flavonoides
presentes nesses extratos atuam como agentes redutores e agentes estabilizantes. Assim, ao longo
do trabalho foram aplicados diferentes tipos de cha, de forma a concluir sobre o seu efeito nas
caracteristicas das nanoparticulas (NPs) produzidas e consequentemente na posterior aplicagdo em
diferentes sistemas cataliticos. Foram utilizados 6 tipos de ch& e misturas de chés, nomeadamente o
cha preto da Tetley, o cha verde da Gorreana, o cha rooibos da Royal T-sick, a mistura de cha
vermelho/fibras/ameixa e hibisco da Cem Porcento (comercializada com a designagao "Peso Ideal”),
a mistura de cavalinha/alcachofra/pilriteiro e urtiga verde da marca Pura vida (comercializada com a
designacdo "Peso Ideal”) e a mistura de dois chas pretos, Kenyan e Rwandan, da marca Marks &
Spencer (comercializada com a designagdo "Christmas tea”). Para além destes extratos de cha,
foram também testados extratos de bagas Goji, na preparacdo de NPs.

A substituicdo de redutores quimicos (ex.: NaBH,) usualmente utilizados na reducéo de sais
metalicos a NPs, por redutores naturais presentes em extratos de plantas constitui um passo muito
importante na producéo “verde” e ecoldgica de NPs. A presenca destes agentes redutores naturais
presentes nos extratos de cha foi confirmada através da realizacdo de testes bioquimicos. Estes
testes s@o apenas qualitativos, pelo que ndo é possivel retirar qualquer informagao quantitativa sobre
estes compostos. A influéncia dos extratos na producao de NPs sera discutida posteriormente, na sua

caracterizacdo e nas aplicagbes em catélise.

Tabela 1 — Desighacao a utilizar para os diferentes extratos de cha utilizados.

Extrato de cha Designacao
Tetley Cha1l
“Christmas” Cha 2
Verde Cha 3
Rooibos Cha 4
Peso ideal Cha 5

Drenagem Cha 6
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I1.1.1- TESTES DE DETECAO DE COMPOSTOS

[1.1.1.1- Detecédo de Flavondides

Para a detecdo de flavonoéides adicionou-se 5 mL de uma solucdo diluida de amoénia a 2 mL
do extrato de cha e posteriormente varias gotas de acido sulfdrico concentrado. O aparecimento da
cor amarela confirma a presenca de flavondides. De notar que, a adicdo da solugdo de amonia, para
alguns extratos de ch4, provoca uma mudanca de cor mais acentuada, sendo mais facil detetar a
presenca de flavonéides, quando retoma a tonalidade amarela indicativa destes compostos (exemplo
na Figura 13)"%.

—>

Figura 12 - Exemplo da mudanca de cor de um extrato de cha (ch& 1), aquando a adicdo da solucéo

de aménia, para a confirmacao da presenca de flavondides.

[1.1.1.2—- Detecé@o de compostos fendlicos

Para confirmar a presenca de compostos fendlicos no cha, foram adicionadas varias gotas de
cloreto de ferro(ll) 5 % a 2 mL de extrato de cha. O aparecimento da cor verde-escuro indica a

presenca de compostos fendlicos.

Estes testes bioquimicos de detecao de flavonoides e compostos fendlicos foram efetuados
para os diferentes extratos de cha e bagas Goji, estudados ao longo deste trabalho. Na Tabela 2
estdo representados os resultados destes testes para todos os extratos referidos anteriormente, com
uma concentragdo de 1%. A Tabela 3 apresenta os resultados para os estudos efetuados aos chas 1
e 2 (cha Tetley e “Christmas”) e para o extrato de bagas Goji com uma concentragdo de 10%.

Foi verificado que os extratos a 1% dos chas 1 e 2, necessitaram apenas da adicdo de
400 pL da solucéo de acido sulfarico, para retomarem a cor amarela. Os chas 3 e 4 (extratos de cha
verde e rooibos), também apresentaram resultados positivos, para a presenca de ambos o0s
compostos. Para os chas 5 e 6 (extratos de cha “drenagem” e “peso ideal”), no teste efetuado para a
detegdo dos compostos fendlicos, verificou-se o aparecimento de um tom mais escuro, embora nao
tdo acentuado quanto o verificado para outros. Para o teste de detecdo dos flavonoides, estes
mesmos extratos apresentam uma tonalidade diferente da original, tomando uma ligeira tonalidade

amarela, podendo-se confirmar a presenca destes compostos.
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Tabela 2 — Resultados dos estudos bioquimicos efetuados para diferentes extratos de cha 1 %.

Detecao de Detecado de compostos

Cha . z
flavonodides fendlicos

Bagas Goji

N
m
X
—
-
Q
—
o
w

Tabela 3 — Resultados dos estudos bioquimicos efetuados para diferentes extratos de cha 10 %.

Detecédo de Detecdo de compostos

Cha Extratos -
flavondides

Bagas Goji

N
—
o
5
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Nos testes realizados utilizando 0s extratos mais concentrados (10%) verificou-se que para
os extratos de cha Tetley e “Christmas tea” foram necessarios ca. 2 e 9 mL, respetivamente, para
obtencdo da coloracdo amarela, o que estd de acordo com o maior teor de compostos fendlicos
esperado.

Para os extratos de bagas Goji 1 e 10% ndo se observou a cor especifica indicadora da
presenca de compostos fendlicos. No teste aos flavondides, a solucdo de Goji 1% passou a
apresentar uma tonalidade amarela, indiciando a presenca de flavonéides, enquanto a solugdo 10%
ficou mais escura com a adicdo da solugdo de amonia, mas ndo apresentou a tonalidade amarela
esperada. A mudanga de cor na presenca de amonia, nao foi tao visivel para estes extratos, como
para os anteriores. De facto estudos anteriores’? indicam gue estas bagas apresentam aminoacidos e
polissacaridos na sua composicao, mas ndo referem a presenca de compostos fendlicos, nem de

flavonéides.



Resultados e Discussdo 25

II.2- NANOPARTICULAS DE OURO (AuNPS)

[1.2.1— SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Para a preparacdo das AuNPs, foram escolhidos dois tipos de cha, o cha preto da Tetley
(cha 1) e o “Christmas fea” (cha 2). Contudo, o cha utilizado preferencialmente foi o cha 1, por ser
mais acessivel, enquanto o cha 2, foi utilizado com o intuito de concluir sobre o efeito de diferentes
extratos de chés nos estudos realizados.

A preparagdo das AuNPs, por sintese verde utilizando extratos de chd, foi efetuada com base
no método previamente descrito”. A solucdo de ché foi obtida ap6s mistura das folhas de cha em
agua destilada, seguida de agitacéo vigorosa durante 15 minutos a temperatura ambiente. De modo a
avaliar a influéncia da concentracdo de agentes redutores naturais presentes nos extratos de cha na
sintese das AuNPs, foram preparadas solu¢des com diferentes concentragdes de extrato de cha (1, 5
ou 10% m/V) e consequentemente com diferentes quantidades de agentes redutores. Apds filtragcao
da suspenséo (folhas de cha), foram transferidos 6 mL de cada uma das solu¢Bes e adicionou-se 0,1
mL de uma solucdo 0,1 M de HAuCI,.3H,0, deixando-se a agitar durante 20 minutos, a temperatura
ambiente. Doravante, as nanoparticulas produzidas utilizando diferentes quantidades de folhas de
cha serdo designadas de acordo com a sua concentracdo e extrato de cha utilizado na sua sintese,
por exemplo, nanoparticulas de ouro produzidas utilizando um extrato de cha a 1% (m/V) de cha
Tetley, terd a designacao abreviada de 1% AuNPs/cha 1.

Ao longo da preparacdo das AuNPs observou-se ainda que a cor amarelada da solucéo
inicial, passou a apresentar uma tonalidade diferente de acordo com a concentracdo de extrato
utilizado, por exemplo para as 1% AuNPs a cor foi alterada do amarelo (cor do extrato de chd), para
uma tonalidade vermelho/bordeaux, quase instantaneamente, indicando a reducdo do Au, enquanto
para as 10% AuNPs, a cor que a solugdo passa a apresentar € uma tonalidade esverdeada.

A utilizagdo de diferentes concentragfes do extrato de chd, na sintese das AuNPs, influencia

o tamanho das NPs e consequentemente a cor da solucéo final (Figura 14) como reportado em casos

-
» -

anteriores’.

Extrato de cha 1

AuNPs/cha 1 ’

1% 5% 10%

Figura 13 - Imagens do cha 1 de diferentes concentracfes, antes e apods a formacéo de AuNPs.
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11.2.2— CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

As AuNPs sintetizadas foram caracterizadas por métodos espectroscopicos nomeadamente
por Espectroscopia de UV-Visivel (UV-Vis) e Espectroscopia por Difracdo de raios-X (EDS), bem
como técnicas microscopicas como a Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM), Microscopia
Eletrénica de Transmissao (TEM), de forma a ser possivel obter informacédo sobre a sua forma,
tamanho, morfologia, dispersdo e composicao das amostras.

Numa fase preliminar é possivel retirar conclusdes acerca da formacéo das AuNPs e da sua
dimensédo através da visualizacdo da cor da solugdo. Por exemplo, o aparecimento da tonalidade
bordeaux indica que a banda SPR se verifica para comprimentos de onda menores e assim &

possivel concluir sobre a formacéo de AuNPs de pequena dimens&o™*.

11.2.2.1- Métodos Espectroscopicos

Espectroscopia de UV-Vis

E sabido que as AuNPs apresentam uma banda a um comprimento de onda especifico no
espectro de UV-Vis, devido a ocorréncia da banda de ressonancia do plasmao de superficie (SPR).
Esta banda é caracteristica para as AuNPs, na regido do visivel e no intervalo de 500-600 nm,
variando com o tamanho das NPs'. Em estudos anteriores, foi reportado que a banda caracteristica é
desviada para valores de comprimento de onda mais baixos, com a diminuicdo do tamanho das
NPs™*7®. Assim, através desta técnica é possivel confirmar a formagdo de AuNPs bem como concluir
sobre o seu tamanho.

O espectro de absorcdo UV-Vis para as solugbes de 1, 5 e 10% AuNPs segue o
comportamento esperado e reportado em estudos anteriores. A banda SPR das 1% AuNPs
produzidas pelo ch& 1 surge a ca. 538 nm, o que esta de acordo com o menor tamanho apresentado
por estas AuNPs (com diametro entre 10 e 20 nm), relativamente as solugbes com 5 e 10% AuNPs,
gue apresentam bandas SPR a comprimentos de onda 566 nm e 602 nm, respectivamente, indicando

gue possuem tamanhos maiores (Figura 15).

Absorvincia

500 550 600 650 700
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Figura 14 - Espectro de UV-Vis para as solugdes 1, 5 e 10% AuNPs (sintetizadas com o cha 1).
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Espectroscopia por Difragcdo de Raios-X

De modo a verificar qual a estrutura cristalina das AuNPs sintetizadas, foi efetuada a andlise
estrutural de uma amostra, utilizando a técnica de difracdo de raios-X (X-ray difraction, XRD), que foi
comparada com a solucéo padrdo de AuNPs (Figura 18). Para esta técnica a amostra analisada foi o
extrato seco de 1% AuNPs/chd 1. O difractograma obtido para esta amostra revela picos
caracteristicos do ouro na estrutura cubica de faces centradas (Joint Committee on Powder Diffraction
Standard (JCPDS), Ficheiro No. 04-0784). Os picos caracteristicos do ouro, correspondentes a (111),
(200), (220) estédo localizados respetivamente a 20 = 38.29°, 44.43° e 64.68°. Os resultados obtidos

indicam que a amostra estudada € composta por ouro cristalino.
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Figura 15 — Difratograma da analise XRD de uma amostra de 1% AuNPs, sintetizadas com o cha 1.
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11.2.2.2— Métodos Microscoépicos

Microscopia Electrénica de Transmisséao

A técnica TEM foi utilizada de modo a ser possivel determinar a forma e o tamanho das
AuNPs produzidas a partir de solu¢des de cha 1 a 1% (Figura 19a) e a 10% (Figura 19b) e de cha 2 a
1% (Figura 20a) ou 10% (Figura 20a).

b s ad

a)

_200nm |

30
28 C)

é 20 £ u
15 E
10 S

[-%

; . .
o | —
4 8 12 16 A0 e

Tamanho da particuta (nm)

Figura 16 - Imagens de TEM e respetiva distribuicdo do tamanho das particulas para (a,c) 1%
AuNPs/ch&a 1 e (b,d) 10% AuNPs/cha 1.

As AuNPs obtidas utilizando o cha 1 séo esféricas com diametros que variam entre 4-24 nm
para as produzidas com solugdo de cha 1% (1% AuNPs/cha 1) ou 19-113 nm para as produzidas
com solucao de cha a 10% (10% AuNPs/cha 1). Para o cha 2 verifica-se que algumas 1% AuNPs sao
triangulares, apresentando didmetros que variavam entre os 17-50 nm, ndo se verificando o mesmo
para a forma das 10% AuNPs que possuem diametros que variam entre 258-700 nm, sendo estas
Ultimas bem maiores que as outras nanoparticulas sintetizadas, saindo da categoria nanométrica,
pelo que ndo foram efetuados mais estudos com esta solugao (10% AuNPs/ché 2).



Resultados e Discussao 29

A
(=

e
w

25
20
15
10

i i i 8 8 8 B | 0-
17 X [ ¥ 4 0

Percentagem (%)
[
o

Percentagem (%)

258 323 452 516 645 710 774
Tamanha de particula {nm)

22
Tamanho de particula (nm)

Figura 17 - Imagens de TEM e distribuicdo do tamanho das particulas para o extrato de cha 2 com
1% AuNPs (a, c) e 10% AgNPs (b, d).

Microscopia Electronica de Varrimento e Transmisséo e Raio-X de Energia Dispersiva

A técnica de microscopia eletronica de varrimento (SEM) permite obter informac&o sobre a
morfologia externa das solugdes, composicao quimica e orientagdo dos materiais da amostra, entre
outros. Esta técnica foi utilizada para estudar as AuNPs produzidas através dos chéas 1 e 2, utilizando
extratos de cha de 1% (1% AuNPs) e 10% (10% AuNPs). Ao ampliar as imagens das solugfes, é
possivel observar o que se admite serem as nanoparticulas localizadas dentro de estruturas de cha
(Figura 21). Para confirmar, foram utilizados dois métodos distintos. Assim sendo, foi possivel utilizar
um detetor diferente, disponivel no equipamento, que utiliza eletrbes retrodifundidos, onde os
materiais com maior densidade eletrénica, neste caso o metal (ouro), fazem maior contraste, tomando
uma aparéncia mais brilhante (Figura 22). Este método € apenas indicativo da presenca de metais, e
ndo do tipo de metais em questéo, pelo que a forma mais correta de avaliar o conteddo da amostra é
através da técnica de espectroscopia de raio-X de energia dispersiva (EDS). Como referido
anteriormente a técnica SEM pode ser complementada por EDS, através de qual é possivel, para um
determinada localizagdo na imagem, obter um espectro com informagéo sobre a sua composic¢ao,

confirmando todos os elementos presentes nessa superficie (Figura 23).
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Figura 18 — Imagens de SEM das AuNPs produzidas a partir dos dois tipos de cha com diferentes
concentracdes. a) 1% AuNPs/cha 1, b) 10% AuNPs/cha 1, c) 1% AuNPs/cha 2, d) 10% AuNPs/cha

Figura 19 — Imagens de SEM com e sem a utilizacdo do detetor de eletrdes retrodifundidos para a
identificacdo de metais na amostra das AuNPs. a) 1% AuNPs/cha 1 b) 1% AuNPs/cha 2.
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Figura 20 — Imagens de SEM e respetivos resultados da andlise EDS a) extrato 1% de cha 1 (sem
NPs); b) 1% AuNPs/ché& 1; ¢) 1% AuNPs/ché 2.

A andlise das AuNPs por EDS confirma a presen¢a dos sinais caracteristicos do ouro. A
Figura 23 apresenta as imagens de SEM com a respetiva analise EDS num ponto especifico da
imagem, para solucdo de extrato de ch& (1 ou 2), na presenca e na auséncia de 1% AuNPs. Nestas
andlises foram identificados picos de ouro, o que indica a sua presenca, como expectavel. Os picos
correspondentes a C é originario da grelha usada e todos os picos de K, Mg, P e O correspondem a
camada que envolve as AuNPs para todas as solucdes de cha testados, e confirmado pela amostra
do extrato de cha 1 (Tetley) sem nanoparticulas analisada (Figura 23a). Para as 10% AuNPs
sintetizadas pelos chas 1 e 2, foram obtidos resultados similares aos das solucdes de 1% AuNPs
(Anexo I).

Com a analise EDS é possivel verificar que na zona estudada esté presente ouro. No entanto
para ter a certeza que 0 ouro sO se encontra localizado nas estruturas muito pequenas semelhantes a
dendrites que se visualizam nas imagens, comparou-se a composicdo de uma zona onde as
estruturas sdo visiveis, e outra onde néo e sdo (Figura 24). Assim, foi confirmado que a presenca de

ouro se verifica apenas nas zonas onde se observam as estruturas semelhantes a dendrites.
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Figura 21 - Andlise EDS da amostra de 10% AuNPs/cha 1, em zonas diferentes. a) local onde se

observam AuNPs, b) local onde ndo se observam AuNPs.

As imagens da técnica SEM das AuNPs preparadas por extratos de diferentes chas e com
diferentes concentracdes sdo demonstrativas de que com esta abordagem é possivel obter uma
elevada quantidade de AuNPs e que apresentam uma boa uniformidade. O uso de diferentes
concentracdes dos extratos de cha faz com que o tamanho das nanoparticulas produzidas se altere,

mas a sua uniformidade mantem-se (como confirmado por TEM).

11.2.3 — QUANTIFICAGAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Através das andlises efetuadas para caracterizar as nanoparticulas produzidas com
diferentes extratos e diferentes concentragdes, foi possivel observar que as nanoparticulas
sintetizadas apresentavam tamanhos distintos, assim pretende-se quantificar as nanoparticulas
formadas e a quantidade que atomos que se encontram na sua superficie. A partir dos resultados
obtido pela técnica TEM, efetuada e apresentada anteriormente, onde se visualizou particulas de
AuNPs esféricas, foi possivel retirar o valor do raio médio das nanoparticulas sintetizadas. Este
célculos foram efetuados através do método utilizado por Murugadoss ”’.

Pode-se aproximadamente dizer que o volume da nanoparticula (aglomerado) (Vyp) € igual
ao volume de um atomo (Vam) Multiplicado pelo niumero total de atomos dentro do aglomerado (N),

assim, e tendo a informacao de que apresentam a forma esférica tem-se:

Vnp = NVgtom 1)
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4 4
gn(rNP)3 =N 57-[(7ﬂatom)3 (2

Onde o ryp € 0 raio da nanoparticula e 0 ryem € 0 raio atémico.
Rearranjando as equagbes (1) e (2) e usando o valor de ryp, obtido pelas andlise TEM para as
diferentes nanoparticulas formadas e r,;,, = 172 pm (raio atébmico do ouro), é possivel determinar o

namero de atomos de ouro por nanoparticula:

N = (”V—P)3 3

Tatom

O numero de atomos a superficie, Ns, numa Unica nanoparticula de ouro, foi estimado utilizando a

equacao seguinte (equagéo 4):

Ny = 4(N)7s ()

A quantidade de AuNPs formadas (Nyp) depende do niumero de atomos de ouro, Naom :

Ngtom = numero de moles de ouro x Ny (atoms/mol) 5)
— Natom
Nyp ==~ (6)

Onde N, é o nimero de Avogadro.
Assim, o numero total de atomos (N;s) de Au na superficie (NPs totais a superficie, que estdo
disponiveis para a reacao catalitica) € dado por:

Na om
NtS = NS'NNP = 4' N§/3 (7)

Para o estudo do ouro foi utilizada um valor de concentracdo de 4,34 x10° M (concentragéo
de AuNPs mais utilizada nos estudos cataliticos). Assim, pelos resultados obtidos verifica-se que
utilizando extratos de cha menos concentrados é possivel obter um maior nUmero de nanoparticulas,
tendo-se utilizado para os estudos efetuados, maioritariamente as AuNPs sintetizadas pelo extrato de
ché que apresentava maior numero de NPs, as 1% AuNPs/ chéa 1.

Tabela 4 — Célculo do numero de NPs formadas e do niUmero de atomos de Au a superficie de cada

NP, para as AuNPs produzidas com extratos dos chas 1 e 2.

Che e e N superide M N Ne
1 1 6,0 4,2x10* 11,5 8,2x10"’ 1,9x10" 9,4x10™
10 375  1,0x10’ 1,8 8,2x10" 8,0x10" 1,5x10"
2 1 16,5  8,8x10° 4,2 8,2x10" 9,3x10" 3,4x10"

10 1615  8,3x10° 0,4 8,2x10"' 9,9x10° 3,5x10"
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Pelos resultados obtidos é possivel verificar que solugdes com AuNPs de menores tamanhos,
apresentam maior nimero de nanoparticulas produzidas e também mais atomos de ouro a superficie,
sendo que as solucdes de 1% dos dois chas estudados sdo as que apresentam tamanhos de
particulas menores. De notar que para o cha 1, a percentagem de ouro a superficie € bem maior
relativamente aos outros resultados obtidos, nomeadamente quando comparada com a mesma
concentracdo de extrato de cha 2, sendo a sua percentagem, para o cha 1, mais de o dobro da
verificada para o chéa 2. E conhecida a dependéncia da velocidade de uma reacéo, com o tamanho
das particulas e pode ser atribuida a uma maior reatividade as particulas mais pequenas, por
apresentarem areas superficiais maiores, e consequentemente um maior superficie disponivel para a
catalise.

As AuNPs sintetizadas foram estudadas para varias aplicacdes, nomeadamente aplicacbes
cataliticas. Assim, especialmente devido a estas aplicacdes € interessante calcular o nimero de
particulas superficiais, em cada nanoparticula, na solucdo utilizada, para os estudos cataliticos
efetuados, uma vez que esta diretamente relacionado com a sua performance catalitica e atividade.”®
Uma vez que o numero de nanoparticulas a superficie é dependente do raio das particulas e também
da concentracdo de catalisador utilizada na reacdo, pretendeu-se calcular o nimero de particulas a
superficie e consequentemente, o numero de particulas que reagem, para as diferentes
concentracdes aplicadas nos estudos cataliticos efetuados, nomeadamente onde se utiliza diferentes

concentracdes de catalisador (Tabela 5).

Tabela 5 - Niumero de nanoparticulas formadas e o nimero de 4tomos de Au a superficie de cada
nanoparticula, para solu¢des com diferentes concentracdes de AuNPs produzidas com o ché 1.

[1% AUNPS] (M) laglom (nm) Natm Nnp Nis
4,3x10° 6 8,2x10"  1,9x10®  9,4x10'°
2,8x10° 6 53x10"  1,2x10%®  6,0x10%
1,1x10° 6 2,1x10""  4,9x10%  2,4x10%
3,9x10° 6 7,4x10"°  1,8x10%  8,5x10™
4,3x10°® 6 8,2 x10”  1,9x10"™  9,4x10™
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[1.2.4— ESTUDOS CATALITICOS

A atividade catalitica das AuNPs preparadas foi estudada para a reducdo de varios
compostos nitro aromaticos, nomeadamente 2- e 4-nitrofenol (2- e 4-NF), 2-, 3- e 4-nitroanilina
(2-NA, 3-NA e 4-NA) e nitrobenzeno (NB) e ainda na reducao do hexacianoferrato(lll).

I1.2.4.1- Reducédo do 2- e 4-nitrofenol em meio aquoso

As AuNPs preparadas foram testadas como catalisadores na reducdo do 2- e 4-nitrofenol
(2- e 4-NF), em meio aquoso. A reducao catalitica do 4-NF foi originalmente aplicada por Pal et al.”e
Esumi et al.®* para testar a atividade catalitica das nanoparticulas de Au, Ag, Cu e Pd, livres e
imobilizadas. Mais recentemente, este sistema tem sido definido como reacdo modelo para avaliar a
performance catalitica de diferentes NPs mono- e bi-metalicas.>*®" O 4-aminofenol (4-AF), produto da
reacdo de reducdo do 4-NF, é vastamente aplicado na inddstria quimico e utilizado na producédo de
analgésicos de venda livre, como o paracetamol.54

Foi estudada a reducdo do 2-NF e 4-NF na presenca das AuNPs sintetizadas, usando
borohidreto de sédio (NaBH,;) como agente redutor, em meio aquoso e a temperatura ambiente. O
esquema 1 apresenta a reducdo do grupo nitro, para a rea¢do com o 4-NF, onde este € hidrogenado
a 4-nitrosofenol, posteriormente a 4-hidroxiaminofenol e finalmente a 4-aminofenol. Os produtos 2-AF

e 4-AF sdo os Unicos produtos de reduc¢éo, confirmados por espectroscopia de UV-Vis.

OH OH OH OH
_EE-: _E: _EE-:_E: _EE-:_H:
-H;O -H,O
NO; MO NHOH MH,
(4-NF) ey 2 (4-AF)

Esquema 1 — Reducdo do 4-nitrofenol (4-NF) a 4-aminofenol (4-AF) via os intermediérios

p-nitrosofenol (1) e p-(hidroxiamino)fenol (2). *

Na reacdo de reducéo do 2- e do 4-NF, observou-se instantaneamente um desvio no valor
dos maximos de absorvancia de 340 e 315 nm, correspondentes ao 2- e ao 4-NF, respetivamente,
para 410 e 400 nm, apds a adicdo do agente redutor (NaBH,). Estes novos maximos (A = 410 e
400 nm) sdo atribuidos aos ibes 2- e 4-nitrofenolato, formados na presenca de NaBH,4 (Esquema 2).
Na presenca das AuNPs, inicia-se de imediato um decréscimo da intensidade dos picos de absorgdo

correspondentes aos ides 2- ou 4-nitrofenolato, sendo monitorizado por espectroscopia de UV-Vis.
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Esquema 2 — Esquema reacional da reducéo do 4-nitrofenol a 4-aminofenol.

Em condi¢bes padréo, a reducédo do 4-NF (3,8x10'5 M) foi realizada na presenca das 1%
AuNPs (4,3x10‘5 M) sintetizadas com o cha 1 e do agente redutor NaBH, (1,6x10'3 M) a temperatura
ambiente e durante 20 minutos. Ap6s a adi¢cdo do substrato a solucdo de AuNPs, passou a ser visivel
a sua banda caracteristica no espectro. No momento em que se adicionou o0 agente redutor deixou de
se observar a banda caracteristica do 4-NF e passou a estar presente a banda caracteristica do ido
4-nitrofenolato, a 400 nm. Os scans seguintes (em intervalos de 2 minutos) evidenciam a diminui¢do
da intensidade da banda do ido 4-nitrofenolato e o aparecimento de uma banda a 235 nm,
caracteristica do produto (4-AF). Ao fim de 6 minutos de reacgdo atingiu-se uma conversao superior a
90%. Na Figura 25 também é possivel observar, tal como expectavel, a banda de absorcao tipica das
AuNPs, ndo apresentando altera¢Bes significativas na posicdo ou na sua intensidade, ao longo da
reagao_78,83,84
A reducdo dos substratos 2- e 4-NF por NaBH,, foi monitorizada por espectroscopia de
UV-Vis entre 200 e 700 nm, na auséncia e na presenca de AuNPs, e realizada maioritariamente na
presenca de 1% AuNPs/cha 1. Os picos correspondentes ao 2- ou 4-aminofenol séo esperados a ca.
250 ou 290 nm, respetivamente (observado para as solucdes puras de 2 e 4-AF). Neste caso, néo foi
possivel observar tal pico, uma vez que se encontra mascarado com o pico de absorcéo da solugdo
de extrato de cha. Este ultimo é devido a presenca de polifendis e flavondides confirmando, assim, a
forte absorcéo dos extratos de cha preto na regido do ultravioleta. *

Ap6s a adicdo das AuNPs, o doador de eletrdes (BH4) e o aceitador de eletrdes (ides 2- ou
4-nitrofenolato) sdo ambos adsorvidos na superficie das nanoparticulas e inicia-se imediatamente a

reducdo catalitica através da transferéncia de eletres do BH, para os i6es nitrofenolato.
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Figura 22 — Espectro UV-Vis da reacdo de reducdo do 4-NF na presenca de 1% AuNPs/cha 1.
Extrato de 1% AuNPs (cha 1) (linha preta continua); adicdo do 4-NF (linha preta descontinua);
formacédo do ido 4-nitrofenolato (linha verde); progressdo da reagcdo monitorizada de 2 em 2 min.
CondicBes reaccionais: [1% AuNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10° M. a)

Absorvancia a 400 nm vs. tempo de reacao.

A reducdo do 2-NF a 2-AF foi realizada sob as mesmas condicdes reacionais da reacdo de
reducdo do 4-NF (Figura 26). A reducdo deste substrato ocorre gradualmente e a conversédo completa

a 2-AF é atingida ao fim de 8 minutos.
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Figura 23 - Espectro UV-Vis da reducdo do 2-NF na presenca de 1% AuNPs (cha 1). Condi¢cGes
reaccionais: [1% AuNPs] = 4,3x10° M; [2-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10° M. a) Absorvancia a
400 nm vs. tempo de reacdo. Extrato 1% AuNPs (linha preta continua); adicdo do 2-NF (linha preta

tracejada).
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Foi demonstrado que a reducdo do 2- e 4-NF catalisada por AuNPs segue o modelo
estatistico de Langmuir-Hinshelwood,* de acordo com o qual, ambas as moléculas s&o adsorvidas e
a reacdo biomolecular ocorre a superficie na presenca de excesso de agente redutor (NaBH,). 8488 A
velocidade geral da reacao é de pseudo-primeira-ordem e dependente da concentracdo do composto
nitro.** As reacdes de primeira ordem superficiais, dependem fundamentalmente da relacdo linear
entre a energia de adsorcéo (energia envolvida no transporte de uma molécula de nitrofenol de uma
distancia infinita e permitir que esta seja adsorvida a superficie da nanoparticula) e aumentam a
velocidade da reacao.*

O papel das estruturas eletrénicas em metais especificamente da camada d (teoria das
orbitais moleculares) foi inicialmente modelada por Newns® e posteriormente por Hammer e Ngrkov®
gue relaciona a camada d com a energia de ligagdo (com sinal oposto ao da energia de adsorcéo,
representa a energia requerida para separar a molécula do NF ligada a NP e move-la para uma
distancia infinita) e tem sido aplicada em vérias rea¢des superficiais.

Para a reacé@o do 4-NF na presenca das AuNPs foram ainda estudados diferentes parametros
nomeadamente a utilizacdo de NPs produzidas com diferentes concentracdes de ché 1, diferentes
concentracdes de catalisador (AuNPs), diferentes concentracdes do agente redutor (NaBH,) e a
utilizacdo de diferentes agentes redutores. Estes estudos foram realizados maioritariamente utilizando
como catalisador as NPs formadas com o extrato de cha 1.

1.2.4.1.1- Efeito de AuNPs produzidas por diferentes

concentracdes do extrato de cha

A reducéo do 4-NF foi estudada na presenca de AuNPs formadas a partir de extratos de cha
com diferentes concentracdes. Nos casos em que foram aplicadas AuNPs obtidas a partir das
solugBes de chd mais concentradas, 5 ou 10% AuNPs, o 4-NF atinge a converséo final ao fim de
14 minutos (70 ou 67% de conversao, respetivamente), enquanto na presenca de AuNPs preparadas
usando uma menor concentracdo de extrato de cha (1% AuNPs), 94% do 4-NF é convertido em
6 minutos (60% nos primeiros 2 minutos). Assim, é possivel concluir que as 1% AuNPs sdo mais
eficientes, uma vez que permitem obter uma maior conversao, num menor periodo de tempo

As AuNPs obtidas a partir de extratos mais concentrados apresentavam bandas muito fortes,
provocando uma distorcdo no espectro, chegando a impedir a visualizacdo de bandas importantes
para o estudo da reacdo, o que constitui uma grande desvantagem para estudos por espectroscopia

de UV-Vis adicionais.
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Figura 24 - Gréficos da absorvancia a 400 nm vs. tempo de rea¢do na reducdo do 4-NF, catalisada
por a) 1 % AuNPs/cha 1, b) 5 % AuNPs/cha 1, ¢) 10 % AuNPs/ché 1.

Sabe-se que o tamanho da nanoparticula de metal tem um papel muito importante nos

92

sistemas cataliticos.”™ Por esta razdo, a aplicagdo de diferentes tamanhos de AuNPs produz

89,93,94

resultados distintos. Porém, por vezes existe um tamanho de particula 6timo para um

determinado sistema catalitico.**

O numero de coordenacdo das AuNPs influéncia a facilidade com que o substrato (4-NF) e o
agente redutor (BH,) sdo adsorvidos a superficie das NPs. Assim, NPs de maior dimensdo, e
portanto com uma maior esfera de coordenacdo, irdo dificultar a aproximagdo e adsorcdo dos
reagentes, diminuindo a sua performance catalitica. Este efeito é verificado no presente estudo, uma
vez que para solu¢des mais concentradas, i.e., 5 e 10% AuNPs, a conversdo do 4-NF esta concluida
ao fim de 14 minutos e é conseguida uma conversdo menor comparativamente com o0 ensaio em que

séo utilizadas 1% AUNPs (4 nm < 1% AuNPs< 24 nm e 19 nm < 10% AuNPs< 113 nm).

[1.2.4.1.2—- Efeito da concentracdo de catalisador

A influéncia da concentracdo das AuNPs na redugdo do 4-NF foi estudada e encontra-se
representado na Figura 28. A extensdo da conversdo € estimada pela diminuicdo da banda

caracteristica do ido 4-nitrofenolato, a 400 nm.

Para concentra¢cfes muito baixas de AuNPs (4,3 x 10”7 M) néo se observa conversdo do 4-NF
a 4-AF. De notar que na auséncia de catalisador, a formacdo do ido 4-nitrofenolato foi observada,
mas sem ocorrer conversdo a 4-AF e o pico a ca. 400 nm, manteve-se inalterado por um longo
periodo de tempo. A alteracdo da concentracdo do catalisador de 3,9x10° M para 4,3x10™ M resultou
num aumento de conversdo. Por exemplo, para uma concentracdo de 1,1x10° M observou-se uma
convers&o quase completa apés 20 minuto de reacéo. Para concentracdes mais elevadas de 2,8x107°
e 4,3x10™ M, a conversao do 4-NF a 4-AF finaliza-se apo6s 14 minutos ou 6 minutos, respetivamente.
Assim é possivel concluir que a concentragdo de 4,3x10° M de AuNPs é a mais indicada para o

presente sistema catalitico.
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Figura 25 - Espetros de UV-Vis da reducdo do 4-NF a 4-NA com diferentes concentracbes de
1% AuNPs/cha 1. Condi¢des da reacado: [4-NF] = 3,8x10° M e [NaBH,] = 1,6x10° M.

11.2.4.1.3- Efeito da concentracdo do agente redutor

A influéncia da concentracdo do agente redutor NaBH, também foi estudada para a reducéo
do 4-NF (mantendo-se constante a concentracdo de AuNPs e do 4-NF) (Figura 29). Uma vez que as
AuNPs ja se encontram formadas, i.e., ndo sendo necessaria a reducdo do Au, a Unica fungdo do
agente redutor € a reducdo dos compostos nitro aos respetivos compostos amino.

Na auséncia de agente redutor ndo foi visivel sequer a banda do ido nitrofenolato. Para uma
concentracdo de NaBH, muito baixa (3x10'4 M), praticamente ndo é observada qualquer conversao
do 4-NF, mesmo apés 40 minutos de reagcdo. O aumento da concentracdo de NaBH, para 5x10™ M
ou 8x10™ M, permite obter conversdes de 22 ou 29%, respetivamente, apés 20 minutos de reacao.
Um aumento da quantidade de agente redutor para 1,2x10° M leva a uma conversio gradual dos
ides 4-nitrofenolato em 4-aminofenol, ao longo do tempo. E obtida uma conversdo de 13% apds 2
minutos de reacdo, de 88% apds 14 minutos. N&o foi verificada contaminacdo do catalisador por
aminas, durante o periodo reacional, uma vez que a banda de adsorcdo de UV-Vis caracteristica das
AuUNPs continua a ser observada a ca. 538 nm e sem alteragcfes na sua intensidade.
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Assim, para concentragdes ndo muito baixas, quando o NaBH, é adicionado, o ido

4-nitrofenolato é formado e a reagdo de redugdo comega instantaneamente. Acredita-se que as

AuNPs iniciam a catalise transferindo carga negativa para o substrato apés ambos serem absorvidos

na superficie das NPs. A maior concentracdo de NaBH, usada na reducédo catalitica do 4-NF induz

uma cinética mais rapida, que se altera de zero para primeira ordem (Figuras 29 e 30). De facto, a

adicdo de NaBH,, com a concentracdo de 1,6x10° M na mistura reaccional, contendo o extrato de

chd com AuNPs e 4-NF, permite a formagdo instantanea do ido 4-nitrofenolato e transformacgéo

completa ao produto 4-aminofenol. A adicdo de uma maior quantidade de NaBH, altera a curva do

logaritmo da absorvancia vs. tempo (Figura 30), de uma condicdo de decaimento linear para

exponencial.
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Figura 26 - Espetros UV-Vis da reducédo do 4-NF catalisada por 1% AuNPs/cha 1, com diferentes

concentracbes de agente redutor [NaBH,. Condices da reacdo: [AUNPs] = 4,3x10° M e

[4-NF]= 3,8x10™ M.
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Foram efetuados estudos, em que se testou a reacdo na auséncia de catalisador e
posteriormente na auséncia de agente redutor, onde ndo se verificou conversdo do substrato, no
produto. Assim, e com os resultados obtidos para os estudos de diferentes concentracfes de agente
redutor e catalisador é possivel verificar que as nanoparticulas de ouro também promovem a reducéo
do 4-nitrofenol, nomeadamente promovem a transferéncia de eletrdes do borohidreto para o ido
4-nitrofenolato, baixando a energia de ativacdo da reacdo.®

Em todos os casos a banda correspondente as nanoparticulas de ouro manteve-se muito

forte e visivel até a conversao completa do substrato.
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Figura 27 — Efeito na reducdo do 4-NF a 4-AF com concentracbes variaveis de NaBH,.
O - [NaBH,] = 3x10“*M; A - [NaBH,] = 5x10* M; ¢ - [NaBH,] = 8x10™ M; A - [NaBH,] = 1,2x10°° M;

@ - [NaBH,] = 1,6x10° M; absorvancias medidas ao comprimento de onda de 400 nm.

11.2.4.1.4— Efeito de diferentes agentes redutores

Foi estudado o efeito de diferentes agentes redutores, para além do NaBH, onde foram
utilizados redutores mais fracos, mas mais ecolégicos. Assim, foram utilizados a hidrazina, o acido
ascorbico, a d-glucose, o cloreto de amonio e trietilsilano. Estes estudos foram efetuados nas
condicdes padrao (estudo da Figura 31 para a hidrazina e Anexo B para os restantes agentes
redutores). Para estes estudos observou-se que na presenca de hidrazina é observada a formacao
do ido 4-nitrofenolato, no entanto, a conversédo a 4-aminofenol € muito pequena. Usando os outros
agentes nao se observa sequer a formacao do ido intermediario. Deste modo, é possivel concluir que
o NaBH,; é o melhor agente redutor entre os estudados e o Unico que consegue favorecer esta

reducéo, nas condic¢des cataliticas escolhidas.



Resultados e Discussao 43

3,5 1,0 a)
089 @ @ ® @ @ & @ & o @
=]

3,0 =
5 0,6 -

[
= 2,5 T 04
Q &
i 4072
® 2,0 <
e 0,0 T T . .
<
g 15 0 5 10 15 20
§ \ " . Tempo (min)
< 1,0 \ ANF ido 4-nitrofenolato

0,0 1 1 T 1 1
200 300 400 500 600 /00
Comprimento de onda (nm)

Figura 28 - Espectro UV-Vis da reducdo do 4-NF catalisada por 1% AuNPs/chi 1 e utilizando
hidrazina como agente redutor. Espectro do extrato de chd com AuNPs e 4-NF (linha verde
descontinua); formagédo do ido 4-nitrofenolato (linha vermelha). a) grafico da absorvancia a 400 nm

vs. tempo de reacao.
[1.2.4.1.5—- Efeito de AuNPs obtidas com diferentes extratos de cha
Foi avaliada a atividade de NPs obtidas a partir de extratos do cha 2 na reducao do 4-NF, nas

mesmas condi¢cdes reacionais (Figura 32), verificando-se que a reacdo € mais lenta
comparativamente a reacdo realizada na presenca de AuNPs obtidas com o cha 1 (94% em 6 min).
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Figura 29 - Espectro UV-Vis da reacdo de reducéo do 4-NF na presenca de 1% AuNPs/cha 2. AuNPs
(linha preta continua); adicdo do 4-NF (linha preta descontinua); formacgéo do ido 4-nitrofenolato (linha
roxa), progressao da reacdo monitorizada de 2 em 2 min. Condi¢Bes reaccionais: [AuNPs] =
4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10™ M; [NaBH,] = 1,6x10"® M. a) Absorvancia a 400 nm vs. tempo.
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Pelos estudos efectuados é possivel concluir que as 1% AuNPs/cha 1 sdo as mais eficientes
na reducdo do 4-NF a 4-AF, com NaBH,, que as equivalentes obtidas com o extrato de cha 2. As
condicdes reaccionais foram optimizadas, pelo que foi possivel concluir que a melhor concentragéo
de AUNPs é de 4,3x10° M, a de 4-NF é 3,8x10™° M e a do agente redutor, NaBH, é 1,6x10° M.

11.2.4.1.1- Estudos cinéticos

Realizaram-se os estudos da cinética da reagcdo de reducdo do 4-NF, com base na
diminuicdo da banda de absorcéo do ido 4-nitrofenolato (a 400 nm). Uma vez que a absorvancia da
banda caracteristica para o ido 4-nitrofenolato € proporcional a sua concentracdo no meio e

consequentemente a concentragdo de 4-NF, a razdo entre a absorvancia no tempo t (A) e a

A~ e e . . , A . e ~ ~
absorvancia inicial em t = 0 (Ap), isto €, " poderia ser utilizada como a razdo das concentracdes de
0

4-NF no instante t em relacdo a t,, isto é, Ai = Ci O agente redutor NaBH, foi maioritariamente
0 0

utilizado em excesso relativamente ao 4-NF. A reacdo pode ser considerada como uma reacédo de
pseudo-primeira ordem.

dec (8)
— E = kapp' C
9
ln(C/Co) = —Kapp "t ®)

Assim, a constante de velocidade aparente, k,p,, pode ser determinada diretamente a partir
do declive da correlacao linear de In (Ai) vs. t, como apresentado na Figura 33 para a reacdo do 4-NF
0

nas condi¢des padrao. Verifica-se que a rea¢do cessa apos 0s 6 minutos, ndo havendo altera¢éo no
valor da absorvancia a partir desse instante, (Figura 33a) pelo que para a determinacdo da constante
de velocidade aparente, se utilizam os valores registados durante esse periodo de reacao
(6 minutos).

Os valores da constante k,p,, também foram determinados para os estudos onde se variou a
concentracdo de catalisador e do agente redutor. Estes resultados encontram-se apresentados na
Tabela 3 e representados na Figura 34. De acordo com a Figura 34, a constante de velocidade
aparente (k,pp) da reacdo € linearmente proporcional a quantidade de catalisador. Pela

representacdo grafica obtida € possivel concluir que se trata de uma reagdo de pseudo-primeira

ordem, com um bom ajuste a linearidade (R2: 0,9946).
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Figura 30 — Determinagdo do valor de k,p,,, para a reagao do 4-NF nas condi¢gdes padréo ([AUNPs] =
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LA

4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10° M), a partir dos valores de absorvancia ao longo
do tempo (Tabela 6, entrada 1). a) Absorvancia a 400 nm vs. Tempo de reacdo; b) linearizacdo de

A/Ap vs. tempo.

Também foi possivel calcular o valor da frequéncia de turnover (turnover frequency, TOF),
que € uma medida da velocidade de reacéo especifica baseada na frequéncia com que as moléculas
reagem num centro ativo. O TOF muitas vezes é calculado a partir do valor do nimero de turnover
(turnover number, TON), sendo este o valor de TON, em fun¢é@o do tempo. Para o calculo do TOF a
velocidade da reacdo é normalizada para o nimero de 4&tomos metalicos presentes na superficie do
catalisador, podendo ser determinado pelo ndmero de moléculas que reagem na presenca de
catalisador no tempo t para produzir o produto (M) e o nimero de atomos a superficie do catalisador

que estdo envolvidos na reacéo (equacéo 10). *’

TOF =

Nt (10)

onde Ni € o0 numero de atomos a superficie do catalisador que estdo envolvidos na reacdo. As
AuNPs utilizadas no estudo de diferentes concentracdes de catalisador foram sintetizadas a partir do
extrato 1% do cha 1, pelo que o valor maioritario do raio das AuNPs é de 6 nm, determinado pela

analise TEM.

Tabela 6 — Valores de k,p, das reacOes estudadas com diferentes concentragdes de catalisador e

respetivo TOF da reacéo.?

Entrada [1% ;(A\I\;IJ)NPS] k??%i);]})os 'I'(?nniwr[]))o Con(\é/(z)rséo Nits 'El?_lf)b
1 4,3x10° 416 6 94,0 2,3x10" 71,8
2 2,8 x10° 278 14 93,1 1,5x10" 47,6
3 1,1 x10° 109 18 72,1 5,9x10" 73,1
4 3,9x10° 39 20 9,3 2,1x10" 23,6
5 4,3x10” 4 40 0,4 2,3x10° 4,6

4CondicBes reaccionais: [4-NF] = 3,8x10™ M; [1% AuNPs] = 4,34x10° M. "TOF = TON por hora.
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Figura 31 - Valores kgp, para as reagfes estudadas vs. a concentragéo de 1% AuNPs/cha 1.

Como esperado, a taxa de reducdo do 4-NF aumenta linearmente com a concentracdo de
catalisador,”® tal como mostrado na Figura 34. Uma tendéncia similar foi observada por Panigrahi et
al.” para a mesma reacéo em catdlise homogénea utilizando AuUNPs com 20 nm.

Verificou-se que, aumentando a quantidade de catalisador, a velocidade da rea¢do aumenta
linearmente para um tamanho de particulas especifico, mantendo os outros parametros inalterados,

como reportado em outros trabalhos®**

. Um comportamento semelhante foi observado por Gangula
et al®® com AuNPs produzidas naturalmente (a partir do extrato da haste de Breynia Rhamnoides),
embora de maior dimensdo (30 nm), e, portanto, menos ativas que as AuNPs preparadas neste
trabalho.

A influéncia da concentracdo de NaBH, foi também estudada para a reducdo do 4-NF, na
presenca de 1% AuNPs/cha 1. O calculo da constante de velocidade aparente (k',,,) € realizada
partindo do principio de que a reacdo segue uma lei de pseudo-primeira ordem (Equagfes 11 e 12),

tal como efetuado para os estudos de diferentes concentra¢des de catalisador.

de (11)
— E =k app- C
In(¢/c,) = —Kapp -t (12)

onde c e ¢, séo as concentracdes do ido 4-nitrofenolato ao tempo t e a t = 0, respetivamente, e sendo
In(C/CO) = In(A/AO), onde A e Ap sdo as absorvancias a 400 nm para os referidos tempos.

Os valores de k'y,, calculados, para as reagdes realizadas, utilizando diferentes

concentracdes de agente redutor (NaBH,), com diferentes valores de concentracdo do agente redutor

estdo apresentados na Tabela 7.



Resultados e Discussdo 47

Tabela 7- Valores da constante aparente e do TOF das reacdes estudadas com diferentes
concentracdes de agente redutor. ®

[NaBH;]  Kapx10° Tempo Converséo TOF"

(M) (min™) (min) % (h™)
3,0 x10™ 1 40 2,4 0,3
5,0 x10™ 38 20 22,1 51
8,0 x10™ 168 20 29,3 6,7
1,2 x10° 315 14 88,2 28,9
1,6 x10° 416 6 94,0 71,8

aCondicdes reacionais: [4-NF] = 3,8x10™° M; [1% AuNPs] = 4,34x10° M. "TOF = TON por hora.
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Figura 32 - Valores kap, para as reagfes estudadas vs. a concentragdo de agente redutor.

A reducdo do 4-NF ocorre mais rapidamente na presenca de concentracdes mais elevadas
de NaBH,, passando de uma cinética de ordem zero para uma de primeira ordem, como demonstrado
anteriormente (Figura 29). A reacdo pode ser considerada como uma reacao de pseudo-primeira

ordem, uma vez que o ajuste dos k',,, calculados assume uma forma linear, com uma boa

aproximacéo (RZ: 0,9972), semelhantes as descritas para outros sistemas. 557899
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11.2.4.2— Reducédo da 2-, 3- e 4-nitroanilina em meio aquoso

A atividade catalitica das AuNPs também foi estudada para a reducdo da 2-, 3- e 4-NA,
usando NaBH, como agente redutor. O produto de reducédo da 4-NA, a 4-fenilenodiamina (4-FD), é
um importante composto do grupo aminobenzeno, com aplica¢cdes em corantes, borrachas e pode ser

100-102

usada como percursor para fibras téxteis de aramida e termoplasticos. Na induastria, a

193 por este motivo, é de

preparacdo da 4-FD envolve sempre a hidrogenacdo catalitica da 4-NA.
grande interesse desenvolver um método simples e econémico de preparacdo do 4-FD.
Recentemente, foram reportadas a reducao fotocatalitica da 4-NA a 4-FD sobre SrBi,Nb,Og na forma
microcristalina’®* ou em suspensdes aquosas de TiO,, na presenga de condicdes anaerobicas'®.

A atividade catalitica das 1% AuNPs/cha 1 na reducdo da 2, 3 e 4-NA foi estudada nas
melhores condi¢Bes reacionais verificadas para a redugdo do 4-NF (Figura 36). A redugdo da 2-NA
apresenta um maior tempo de indugcdo ( tempo de difusdo que o substrato necessita para ser
adsorvido sobre a superficie do catalisador, antes da reacao poder ser iniciada)55, relativamente aos
outros substratos estudados (3- e 4- NA), uma vez que ao fim de 4 minutos praticamente ndo ocorre
gualquer reducdo, para depois sofrer uma reducdo acentuada dos 4 ao 6 minutos de reagdo. No
entanto, para ambos os substratos 2- e 3-NA, verifica-se que a conversao final é obtida ao fim de 8
minutos de reacdo, sendo estas de 84 e 50 %, respetivamente, enquanto que para a 4-NA, se obtem
uma conversédo de 78 %, ao fim de apenas 4 minutos.

Para a reacdo de reducdo da 4-NA, a sua banda de absorvancia a 380 nm diminui
gradualmente de intensidade ao longo da reacdo, usando NaBH,; na presenca de 1% AuNPs
(Figura 36¢). A banda caracteristica da 4-fenilenodiamina (4-FD) surge normalmente a 238 nm, mas
no presente caso ndo é visivel, devido & sua sobreposi¢cdo com o0 pico de absorvancia do extrato de
cha. Durante o curto espacgo de tempo em que a reacgdo foi estudada (20 min) nao foram detetados
outros produtos. Noutros estudos e apdés um longo periodo de reagéo, foi possivel detetar a

reoxidacao dos grupos amina da 4-FD.**
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Figura 33 - Espectros de UV-Vis da reducdo da a) 2-NA; b) 3-NA; c) 4-NA. Condicdes reacionais:
[AUNPs] = 4,3x10™ M; [substrato] = 3,8x10™° M; [NaBH,] = 1,6x10° M. 1% AuNPs/cha 1 (linha preta) ;

apos a adicao do 4-NA (linha preta tracejada); apds a adi¢do do agente redutor (linha verde); scans

de 2 em 2 min. Representacdo da absorvancia vs o tempo, para o c.d.o. fixo de al) 394 nm e bl)

270 nm c1) 380 nm.

Para a reagdo da 4-NA também foram efetuados outros estudos, nomeadamente a utilizagao

de diferentes agentes redutores e a utilizagdo de outro extrato de cha.

[1.2.4.2.1- Efeito de diferentes agentes redutores

Neste estudo foram testados outros agentes redutores, tais como a hidrazina, a d-glucose e

trietilsilano, & semelhanca do estudo efetuado para o substrato 4-NF, por serem redutores mais

ecolégicos.

Observou-se que ao efetuar a reacdo na presenca de trietilsilano ocorre apenas uma reducéo

muito ligeira durante os 20 minutos de reacdo (Figura 37). Para os outros agentes redutores testados

ndo se verificou qualquer reducdo (Anexo C).
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Figura 34 - Espectro UV-Vis da reacdo de reducdo da 4-NA catalisada por 1% AuNPs/chi 1 e
utilizando trietilsilano como agente redutor. a) grafico da absorvancia a 380 nm vs. tempo de reacgéo.

11.2.4.2.2— Efeito de AuNPs obtidas com diferentes extratos de cha

Verificou-se que as 1% AuNPs/cha 2 (Figura 38), sdo menos eficientes que as
1% AuNPs/ché& 1, uma vez que com as primeiras € possivel obter a conversao total ao fim de cerca

de 4 minutos, enquanto as segundas demoram cerca de 16 minutos para obter o mesmo resultado.
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Figura 35 - Espectro UV-Vis da reacdo de reducdo da 4-NA na presenca de 1% AuNPs/cha 2.
Condicbes reacionais: [AUNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH, = 1,6x10° M. a)
Absorvancia a 380 nm vs. tempo.

Pelos estudos efetuados verificou-se que, tal como para o 4-NF, a reducdo da 4-NA é

favorecida pelas 1% AuNPs/cha 1 e quando se utiliza NaBH, como agente redutor (nas condicbes



Resultados e Discussdo 51

padrdo), uma vez que é quando se obtém uma maior conversdo e num periodo de tempo bastante
curto. Para o substrato 2-NA foi obtida uma conversdo maior que para a 4-NA, mas demora o dobro
do tempo a obter a sua conversédo final. No entanto, verificou-se que mesmo com mais tempo de
reacdo para a 4-NA, a sua conversao ndo aumenta significativamente.

Pelos estudos efetuados para os substratos 2 e 4-NF, bem como para o0 2-, 3- e 4-NA,
verificou-se que a conversao é mais eficiente para 0s compostos com 0 grupo nitro na posicao 4- em
comparagio com as posicdes 2- e 3-. A semelhanca do 4-NF, a conversdo da 4-NA a 4-FD é obtida

com bastante rapidez, observando-se a converséo final em poucos minutos (4 min).

[1.2.4.3—- Reducao do nitrobenzeno em meio aquoso

A reducgdo do nitrobenzeno (NB) é uma reagdo amplamente estudada, nos ultimos anos.
Desde o trabalho classico de Haber'®, que os seus intermediarios sdo bem conhecidos.'® No
denominado método direto, o NB é reduzido a nitrosobenzeno e depois a fenilhidroxilamina. No passo
final a fenilhidroxilamina é reduzida a anilina (AN). Na via de condensacdo, os intermediarios
nitrosobenzeno e a fenilhidroxilamina reagem formando o azoxibenzeno que é de seguida reduzido a
anilina. Trabalhos recentes tém revelado que na presenca de AuNPs a reacdo ocorre apenas pela via

direta, ndo sendo encontrado vestigios de azoxibenzeno ou de outros produtos. 03108109
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Figura 36 - Espectro de UV-Vis da reacdo de reducdo do nitrobenzeno catalisada por AuNPs.
Condicdes reacionais: [AUNPs] = 4,3x10™ M; [NB] = 3,8x10™ M; [NaBH,] = 1,6x10° M.

As AuNPs sé@o menos reactivas na reducdo NB que na reducdo dos restantes compostos
estudados, obtendo-se uma conversao de ca. 86%, apés 14 minutos (varrimentos de 2 em 2 minutos)
de reacao (Figura 39). Apos 40 minutos de reagdo, esta ainda ndo estava concluida. Para esta
reacao também foram testados outros agentes redutores como a hidrazina e ftrietilsilano e a utilizagao
de AuNPs/ché& 1.
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11.2.4.3.1- Efeito de diferentes agentes redutores

Para este estudo foram utilizados como agentes redutores a hidrazina e o trietilsilano, a
semelhanca dos estudos efetuados para alguns substratos apresentados anteriormente. Para estes
estudos observou-se que na presenca destes dois redutores, a rea¢do ndo decorre, ndo exibindo
gualquer reducéo ao longo dos 20 minutos em que foi testada.
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Figura 37 - Espectro UV-Vis da reacdo de reducdo do NB catalisado por AuNPs e utilizando como
agente redutor a) hidrazina, b) trietilsilano.

11.2.4.3.2— Efeito de AuNPs obtidas com diferentes extratos de cha

Para esta reacéo também foram testadas como catalisador as 1% AuNPs/ché& 2 (Figura 41),
nas condi¢cbes padrao. Verificou-se que estas AuNPs também promovem a reacdo, de um modo
semelhante, as sintetizadas com o cha 1, e apos 20 minutos de reacdo obteve-se 86,2% de

conversdo, praticamente ndo se alterando a partir desse momento.
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Figura 38 - Espectro UV-Vis da reacdo de reducdo do NB na presenca de 1% AuNPs/cha 2.
Condicdes reacionais: [AuNPs] = 4,3x10°M; [4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10° M. a)
Absorvéancia a 272 nm vs. tempo de reacao.
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Pelos estudos efetuados é possivel verificar que também para o NB as melhores condicdes
sdo as condicBes padrdo utilizadas para o 4-NF. Para o estudo de 1% AuNPs sintetizadas com
diferentes extratos de cha, verificou-se que para ambos os estudos, a conversao obtida foi muito
semelhante (86,4% e 86,2%, para cha 1 e ché 2, respetivamente), apesar de na presenca de 1%

AuNPs/ché& 1 essa conversao tenha sido obtida ao fim de um menor intervalo de tempo.

Na Tabela 8 apresenta-se um resumo dos diferentes resultados obtidos.

Em todos os casos estudados foi possivel verificar que 0s compostos que apresentavam o
grupo nitro na posicéo 4 (para) sdo mais suscetiveis a reducdo, que 0s seus isGmeros orto ou meta
substituidos, uma vez que foi possivel obter maiores conversdes com tempos de reagdo, em alguns
casos, significativamente menores. Por exemplo, para o substrato nitrofenol, verificou-se que a
posicao 4- apresenta resultados mais favoraveis, uma vez que com o 4-NF se obteve uma conversao
de 94% em 6 minutos, enquanto para o 2-NF foi obtida uma conversdo de 80% em 8 minutos. No
caso da 2- e 4-NA, foi observado que a 2-NA apresenta conversfes maiores, no entanto a 4-NA
demora menos tempo a atingir o valor da sua conversao final.

Para o sistema catalitico estudado, também se verificou que o nitrobenzeno é menos reativo
do que o 4-NF, com o NaBH,, na presenca da mesma quantidade de catalisador (AuNPs). Para este
substrato foi possivel obter uma conversao de 86%, ao fim de 14 minutos, no entanto verificou-se que

mesmo ao fim de 40 minutos, a reacdo ndo se encontrava completa.
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Tabela 8 — Redugéo de varios substratos utilizado como catalisador 1% AuNPs/cha 1. a

kioX10° Tempo  Conversdo
Substrato Produto ap P

(min)  (min) (%)
NO, NH,
CH le)
| x 2 232 8 80
- | P
(2-NF) (2-AF)
N, MH,
e -,
416 6 94
o s
OH Oh
(4-NF) (4-AF)
NG, NH,
NH, NH;
@/ 2 ©/ 17,3 8 84
(2-NA) (2-FD)
NO, NH,
@\ @\ 25 8 50
NH, NH,
(3-NA) (3-FD)
NO.‘, NH;
N
l 37,8 4 78
o
NH‘ NH,
(4-NA) (4-FD)
NG, NH,

4,6 14 86

(NB) (NA)

Condigdes reacionais: [1% AuNPSs] = 4,3x10° M; [substrato] = 3,8x10"° M; [NaBH4] = 1,6x10° M a 25 °C.
®TOF = TON por hora.
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I1.2.4.4— Reutilizacdo das AUNPs na reducdo do 4-NF

Método 1

Para testar a reprodutibilidade/reutilizagdo das 1% AuNPs/chd 1, como catalisador na
reducdo de compostos nitro, o 4-NF foi utilizado como substrato modelo em dois métodos distintos.
No primeiro método, a redugdo do 4-NF foi efetuada através da adicdo sequencial de substrato a uma
solugéo aquosa contendo NaBH, e uma concentragdo constante de AuNPs (Figura 42). Como era
expectavel, as AUNPs tornaram-se menos eficientes apés cada adicdo de substrato. Apés a terceira
adicdo de substrato (Figura 42c) e na presenca do catalisador (AuNPSs) inicial, ainda foi possivel
observar conversdo completa do 4-NF a 4-AF, embora demorando mais tempo a completar a
transformacgéo (26 minutos), relativamente a segunda adi¢do (10 min) (Figura 42b) ou aos 6 minutos
da primeira adicao (Figura 42a). Apés a quarta adi¢cdo de substrato (Figura 42d) observou-se que a
conversdo estagnou ao fim de 12 minutos. Contudo, apds a adicdo do agente redutor (NaBHy,)
observou-se uma diminuicdo da banda caracteristica do ido 4-nitrofenolato, ocorrendo posteriormente

conversdo completa a 4-AF.
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Figura 39 - Espectros UV-Vis da reutilizacdo das 1% AuNPs/ch& 1 na reducao do 4-NF. a) Primeira
adicdo de 4-NF; b) Segunda adi¢do do 4-NF; c) Terceira adi¢do de 4-NF; d) Quarta adi¢do de 4-NF e
posterior adicdo de NaBH,. Todas as adi¢cdes foram realizadas nas mesmas condicfes padrdo
(Condictes reacionais: [AUNPs] = 4,3x10™ M; [4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10™° M.)
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Por este método verifica-se que a percentagem de conversdo nos varios ciclos testados é
aproximadamente igual, apenas sendo necessaria a adicdo de uma quantidade adicional de agente
redutor ao fim do 4° ciclo (Figura 43). Apos essa adicao, verificou-se que a reducéo continuava a dar-
se, com conversdes similares as anteriores (mesmo um pouco maiores, pois tinha mais agente
redutor), o que indica que as AuNPs utilizadas, ainda se encontram ativas apés 4 ciclos. Com este
estudo é percetivel que as AUNPs ndo apresentam desativacédo, sendo apenas necessario o controlo

do substrato, que vai sendo consumido para formar o produto e do agente redutor, que também se
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Figura 40 — Representagéo gréafica da converséo obtida com a reutilizacdo das AuNPs, na reducéo do

4-NF, pelo método 1. * Antes de nova adi¢cdo de NaBH,. ** ApOs nova adi¢cdo de NaBH,.

Método 2

A capacidade de reutilizacdo das AuNPs foi também estudada por um método que envolveu a
separacdo das AuNPs da mistura, apds a primeira reacao de reducao, por centrifugacdo. As AuNPs
depositadas foram lavadas com etanol e secas. De seguida, adicionou-se agua destilada (3 mL) as
AuNPs isoladas e uma nova quantidade de 4-NF e de agente redutor (NaBH,) de modo a apresentar
as mesmas concentracfes que a solucdo padrdo ([4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,4] = 1,6x10° M)
(Figura 44).
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Figura 41 - Espectro UV-Vis da reutilizacdo das AuNPs na reducédo do 4-NF, com base no segundo
meétodo. 1% AuNPs centrifugadas com adicdo de 4-NF (linha preta); adicdo do agente redutor (linha

vermelha); scans de 2 em 2 min (restantes linhas decrescentes).

Neste método foi observada uma perda de atividade das 1% AuNPs na segunda reac¢do, uma
vez que a reducdo do 4-NF demora 32 minutos a ser completa, enquanto no primeiro método ocorre
apo6s 10 minutos (Figura 42b). Também se verificou que uma vez que a solu¢do de ché foi removida
apos a centrifugacdo, as bandas caracteristicas do 4-AF a 290 nm sdo agora visiveis e nao
mascaradas pelas bandas do extrato de cha. No entanto, a tendéncia para a formacdo de
aglomerados, neste ultimo método pode levar a uma reducéo da reatividade e estabilidade das NPs.
Com a progresséo da reacdo, é observado uma variacdo na banda caracteristica das AuNPs, mas
para c.d.0. mais baixos. A alteracdo pode ser devida ao agente redutor, que também reage com as
AuNPs, promovendo a diminuicdo do seu tamanho.

A reducdo mais lenta do 4-NF pode estar relacionada com o facto de a solucdo de cha ter
sido removida apés o processo de centrifugacdo e consequentemente os polifendis existentes nessa,

0s quais poderiam estar a promover a agao redutora.

A natureza heterogénea do processo catalitico também foi provada. ApGs o primeiro ciclo, as
1% AuNPs foram separadas a partir da mistura reacional final, por centrifugacdo. A solucdo
sobrenadante também foi testada na reagdo de reducdo do 4-NF e ndo foi observada qualquer
atividade (converséo do 4-NF a 4-AF). Além disso, a banda de absorcéo caracteristica AUNPs n&o foi
detetada, confirmando a inexisténcia de AuNPs na solugdo apds centrifugacao.

O uso de um nanocatalisador heterogéneo produzido por um processo “amigo do ambiente”
ainda é um campo em desenvolvimento e, em comparacdo com outros estudos reportados, 0
catalisador apresentado neste trabalho parece ser mais ativo do que, por exemplo, um similar

suportado em nanotubos de carbono de paredes miltiplas ou em alumina. 10
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11.2.4.5—- Reducéao do Hexacianoferrato(lll)

A reducdo do hexacianoferrato(lll) a hexacianoferrato(ll) pelos ides borohidreto (BH,)
(Equagéo 13)lll em solucdo aquosa, foi outra reacdo estudada com o objetivo de avaliar a

performance catalitica das AuNPs sintetizadas.>*******

8Fe(CN)g~ + BH, + 3H,0 — H,BO;3 + 8Fe(CN)g" + 8H" (13)

Esta reacéo eletroquimica é particularmente interessante e adequada para o presente estudo,
considerando a estabilidade de ambos os estados de oxidacdo da espécie de ferro (Fe3+/Fe2+) as
possiveis reacdes de dissociacdo ou de hidrélise e por também ser considerada uma reacdo modelo
para a caracterizacdo de catalisadores metalicos. O potencial redox da reacdo em estudo, E°
(Fe(CN)63'/Fe(CN)64') apresenta um valor de +0.44 V vs. ENH (Elétrodo Normal de Hidrogénio),
enquanto o potencial de redu¢do normal para uma reducdo com ides BH, é E° = -1.24 V vs. ENH,
sendo portanto a variagdo da energia livre para esta reacdo muito elevada. Apesar da reacdo entre os

ides [Fe(CN)g]> e a superficie de certas NPs de platina (PtNPs) ter sido observada***

, resultando na
dissolugcédo dos dtomos de platina e consequentemente na redugdo do tamanho das PtNPs, ndo € de
esperar qualquer reacao quimica entre as AUNPs e o substrato.

Na auséncia de catalisador esta reacdo é lenta (o tempo de meia vida ronda os 5000 s) e
segue uma cinética de ordem zero."**

Usando as mesmas condi¢Bes reacionais que na redu¢do dos compostos nitro, com exce¢ao
da concentracdo de substrato, as 1% AuNPs/cha 1 (4,3 x10®° M) também catalisam a reducdo do
hexacianoferrato(lll) (9,5 x10™ M) na presenca de ides BH, (1,6 x107 M). Como pode ser observado
na Figura 45, o progresso da reacdo pode ser monitorizado através do decréscimo da intensidade da
banda de absor¢cdo do hexacianoferrato(lll) (a 420 nm) visivel no espectro de ultravioleta-visivel
(UV-Vis), ap6s adicdo do agente redutor BH, . Para além disso, também foi possivel constatar que
durante a reacdo, ndo houve qualquer alteracdo na banda SPR das AuNPs (A = 538 nm), o que
confirma que estas se mantém estaveis sem sofrer agregacdo durante o decorrer da reducédo do
hexacianoferrato(lll) a hexacianoferrato(ll).

A reducdo completa dos ides [Fe(CN)g]> foi obtida apds ca. 20 minutos de reacdo. O tempo
de reacdo, neste caso, é mais longo do que o observado no estudo realizado por Freund™ que
utilizaram AuNPs preparadas por ebulicdo da solucdo 5x10”* M de HAUCI, na presenca de uma
solucdo 1,6x10° M de citrato de sédio, durante 20 minutos, com um tempo total de reacdo de
50 segundos. Contudo, este Ultimo é efetuado com condicBes reacionais mais drasticas,
nomeadamente envolvendo um meio muito alcalino com pH = 11,5 (para evitar a hidrélise do agente
redutor) e usando uma maior concentracdo de borohidreto (1x10'2 M) em comparagdo com o sistema
catalitico estudado no presente trabalho ([NaBH,4] = 1,6x10° M).

Este maior tempo de reacdo pode dever-se a hidrélise dos ides BH, em BH;OH™, que pode
nao ser negligenciavel, uma vez que o Au apresenta uma boa capacidade para esta oxidacao. Apesar

de se usar um largo excesso de borohidreto em relacéo aos ides [Fe(CN)g]*, ndo se pode ignorar a
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possibilidade desta reacdo secundaria de hidrélise ocorrer. Para além disso, a decomposigéo quimica
do agente redutor pode ser fortemente inibida com condi¢c6es experimentais que envolvam valores de
pH elevados, tal como apresentado no trabalho apresentado por Freund™ e outros'®, no entanto,
para ser possivel a comparagcdo desta reacdo, com a reducdo dos compostos nitro estudada

anteriormente, optou-se por realizar o estudo em meio aquoso.
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Figura 42 — Espectro UV-Vis da reacdo de reducdo dos ides [Fe(CN)6]3' por NaBH, catalisada por 1%
AuNPs/cha 1. Condicdes reacionais: [AuNPs] = 4,3x10° M; [Fe(CN)s]> = 9,5x10* M;
[NaBH,] = 1,6x10° M.
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11.2.5— ESTUDOS DE LIGACAO AO ADN

No presente trabalho, os estudos biol6gicos efetuados, tiveram como objetivo avaliar a
interacdo das NPs sintetizadas com o acido desoxirribonucleico (ADN). O ADN é uma molécula
biologica que possui varios centros disponiveis, para interagir com outros compostos. Essa interagao
podera resultar numa modificacdo estrutural e consequentemente influenciar varios processos
fisioloégicos. Assim, os compostos capazes de interagir com o ADN, apresentam um elevado interesse
terapéutico, uma vez que podem influenciar a supressdo da replicagdo de genes ou da sua
transcri¢céo, podendo ser utilizados para destruir células tumorais ou tecidos infetados.

As interacdes de moléculas com o ADN alteram as propriedades fisicas de ambos os
compostos, que passam a formar um complexo de associacdo. Assim, o estudo das propriedades
destes complexos pode ser util de forma a avaliar o processo de interacdo e verificar o modo de
ligacdo. Estas propriedades podem ser avaliadas através de técnicas que estudem a viscosidade, a
temperatura de fuséo e as propriedades de emisséo e absor¢cdo dos complexos. Para estas Ultimas
utilizam-se técnicas como a espectroscopia de UV-Vis, a espectroscopia de fluorescéncia e de

dicroismo circular (CD).%

[1.2.5.1- Andlise por Espectroscopia de UV-Vis

Foi estudada a capacidade das AuNPs se ligarem ao ADN de timo de vitela (calf thymus
DNA, CT-DNA), através da medicdo dos efeitos da interacdo das AuNPs com o CT-DNA por
espectroscopia de UV-Vis. A ligagdo de compostos com o ADN usualmente resulta na visualizagéo da
diminuicdo do valor de absorvancia (hipocromismo) e de efeitos batocrémicos (deslocamento do
comprimento de onda de absor¢cdo maximo para valores maiores). Isto surge pela forte interacéo das

AuNPs e os pares de bases do ADN.**®

Foram realizadas experiéncias de titulagdo das AUNPs numa
solucdo tampdo, monitorizadas por analises de espectroscopia de absorcdo, utilizando uma
concentracao fixa de AuNPs, as quais se adiciona, gradualmente, aliquotas de uma solucéo de ADN.
A curva da titulacdo de AuUNPs na presenca e na auséncia do CT-DNA, em diferentes concentracdes,
encontra-se demonstrada na Figura 46. A ligacdo das AuNPs ao ADN resultou na diminuicdo das
intensidades da absorvancia, com um desvio para a regido do vermelho (desvio batocrémico) no
espectro de absorcdo de UV-Vis (Figura 46). De modo a determinar a afinidade das AuNPs com o
ADN, calcularam-se as contantes de ligacdo das AuNPs ao CT-DNA, através da monitorizagdo do
valor da absorvancia ao comprimento de onda de 270 nm, com concentra¢des incrementais de ADN.
A extensdo do hipocromismo d4 uma medida da forca da ligacdo por intercalagdo. A
constante de ligacdo intrinseca de equilibrio (K,) das AuNPs ao ADN foi calculada como 3,74 (+ 0,24)
x 10° M’ (s = 0,34), valor que segue a mesma ordem de grandeza que se observa numa tendéncia
hipocromica. O tamanho do local de ligacéo (s) para as AuNPs (s < 1) sugere uma ligacao pelo sulco
menor ou pelo sulco maior do ADN (groove binding) ou por agregacédo a superficie das AuNPs no

117

ADN, em preferéncia a intercalacdo.™" O desvio batocromico da banda espectral de ~ 4 nm, sugere

gue as AuNPs provavelmente interagem com o CT-DNA através de um modo de intercalacao parcial
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elou pelo sulco menor. O valor da constante intrinseca de ligacdo (K,) obtida para as AuNPs é da
mesma ordem de grandeza (10°% que o valor de K relatado para nanomateriais de ouro.™*® O valor da
constante de ligacdo observada pelos estudos da absorcdo espectral indica que as AuNPs se
intercalam fortemente no nicleo do ADN, comparativamente com os seus homologos comerciais. No
entanto para que se tenha uma melhor caracterizacdo da interacdo entre as nanoparticulas e o ADN

foi necessario recolher mais informacéo, através da analise da sua interacdo, por outras técnicas.
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Figura 43 - Espectro de absorcdo das AuNPs (6,6 uM) na auséncia e na presenca de quantidades
incrementais de CT-DNA (0-10 uM) em 5 mM da solu¢éo tampéo de Tris-HCI/50 mM NacCl (pH = 7,5).
as setas indicam as mudancgas da absorvancia do complexo perante o aumento da concentragdo de

CT-DNA. A figura inserida demonstra a variacdo de Agy / A€y versus [DNA] para as AuNPs.

[1.2.5.2— Anédlise por Dicroismo Circular

O dicroismo circular (CD) é uma técnica essencial para examinar as altera¢des na morfologia
do ADN, devido as interagGes ADN-composto quimico uma vez que os sinais de CD sédo sensiveis a

pequenas alteracbes na conformacdo quiral do ADN.™®

Por este motivo, foram registados os
espectros de CD do CT-DNA (100 uM), na solucao tampédo de 5 mM Tris-HCI / NaCl 50 mM
(pH = 7,5) na presenca de quantidades incrementais de AuNPs (Figura 47). O espectro observado do
ADN apresenta uma banda positiva a 275 nm (UV; Xna 258 nm) devido ao emparelhamento das
bases e uma banda negativa a 245 nm devido ao enrolamento da hélice do ADN, caracteristica do
ADN na forma B.**° Com a introducéo de AuNPs, verifica-se um aumento nas bandas positiva e
negativa devido a transformacéo da conformacao B do ADN, numa conformacdo semelhante a A
O resultado denota alteragdes drasticas induzidas pelas AuNPs, que indica a ocorréncia de fortes
alterag6es conformacionais na estrutura de dupla-hélice do ADN, devido a interacdo por

intercalacdo, *” com as AuNPs.
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Figura 44 - Espectro de dicroismo circular do CT-DNA, na presenc¢a de quantidades incrementais de
AuUNPs (0-20 uyM) numa solugéo padréo de 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH = 7.5). As setas indicam a
tendéncia das altera¢gfes espectrais, com a adi¢cdo de ADN.

[1.2.5.3— Anédlise por Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica muito eficaz para investigar a afinidade de
ligagcdo de compostos quimicos com a molécula de ADN. Assim, foram examinadas solucdes
contendo CT-DNA e brometo de etidio (BE) por titulagdo com AuNPs.

O BE é considerado um sensor fluorescente extremamente sensivel, que se pode ligar ao
ADN. Na presencga de ADN, este emite fluorescéncia de forma intensa a aprox. 600 nm, devido a forte

interacdo entre os pares de bases do ADN. '**

A disposigdo do ADN intercalado por moléculas de BE
tem sido usada como padrdo para testar agentes de ligagdo ao ADN. A adicdo de uma segunda
molécula, que se liga ao ADN mais fortemente do que o BE, iria extinguir a fluorescéncia da ligacéo
BE-DNA, ou por substituicdo do BE ou através da aceitagdo do eletrdo no estado excitado de BE,
através de um mecanismo de transferéncia de fotoeletrdes.***

Foi efetuada a analise por titulagdo competitiva da fluorescéncia, das AuNPs versus BE
ligado ao CT-DNA, na solucdo tampdo 5 mM Tris-HCI / NaCl 50 mM. Prevé-se que as AuNPs
estudadas compitam com o BE intercalante, pelos locais de intercalacdo do ADN, pelo mecanismo de

substituicdo do BE."
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Figura 45 - Espectro de emissédo de brometo de etidio (BE) ligado ao ADN na solucdo tampao de
5mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH = 7,5), na auséncia e na presenca de AuNPs. [BE] = 3,3 uM,
[DNA] = 40 pM, [AuNPs] = 0-80 pM. (Aex = 510 nm). Grafico de Fo/F versus [AuUNPs] para a curva de

extingdo da fluorescéncia do ADN-BE, pelas AuNPs.

A extincdo da fluorescéncia do BE ligado ao CT-DNA, pelas AuNPs, é apresentada na
Figura 48. O espectro de extincdo da fluorescéncia demostra que, com o aumento da concentragdo
de AuNPs, a banda de emissdo a 590 nm sofre uma diminui¢&o do valor de absorgdo (hipocromismo)
de 86,8%, em comparacdo com a intensidade de fluorescéncia inicial (na auséncia de AuNPs). Esta
diminuicdo da intensidade da fluorescéncia revela claramente que as AuNPs se ligam
competitivamente com o BE ao CT-DNA. A constante de extincdo de Stern-Volmer (Ksy) foi calculada
como 1,72 x10° M (R* = 0,984). Isto também demonstra que a substituicio parcial do BE ligado ao

ADN, pelas AuNPs resulta num decréscimo da intensidade de fluorescéncia.

A concentracdo de AuNPs que resulta numa reducéo de 5 0% da intensidade de emisséo de

BE'® pode ser obtida a partir da Figura 48. Assim, é possivel verificar que 50% de moléculas de BE

[AuNPs

foram substituidas da sua ligagdo com o ADN para uma razdo de concentracao 58] 1 = K1, onde o

valor de K; para as AuNPs é de 7,97. Sabendo que a constante de ligagdo do ADN para o BE
(Kg(BE)) € 1,0x10" M™, a constante aparente de ligacdo do ADN para as AUNPS (kg =1,25 X 10° M'l)

foi obtida a partir da equacéo @. O valor de k,,p, implica que AuNPs interagem eficientemente com
1

0 ADN, pois o ambiente hidrofobico dentro da hélice do ADN possivelmente reduz a acessibilidade de

moléculas de agua as AuNPs e a sua mobilidade é restrita ao local da ligagdo.'*®
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11.2.5.4— Andlise por Viscosidade

O modo de ligagdo das AuNPs ao ADN foi adicionalmente verificado por medicdes de
viscosidade. O modo de intercalacdo classico provoca um aumento significativo na viscosidade da
solucdo de ADN, devido ao aumento da separacdo dos pares de bases, nos locais de intercalacéo e,

consequentemente, provoca um aumento no comprimento do ADN.

|- CT-DNA + BE

=@~ CT-DNA +AuNP

1.0

0,00 002 004 006 0,08
[AUNPs]/ [ADN]

Figura 46 - Efeito de quantidades incrementais de BE e AuNPs, na viscosidade relativa do AND-CT a

25 (£0,1) °C. Concentracéo final de ADN de 0,5 mM.

Como demonstrado na Figura 49, os valores de viscosidade especifica relativa (n / ng), onde
n e no sdo as viscosidades especificas de ADN na presenca de um aumento da razdo [AuNPs] /
[DNA], entre 0,02 e 0,08. As AuNPs exibem uma tendéncia de aumento da viscosidade relativa, o que
sugere fortemente que a intercalagdo € o principal modo de ligagdo, quando estas interagem com o
CT-DNA. Este aumento, no entanto, € menor do que para o intercalador BE. 270 aumento
significativo na viscosidade das AuNPs é devido a insercdo parcial das AuNPs entre os pares de
bases do ADN, levando a um aumento da sua separacdo, no local de intercalacdo e

128 0 comprimento da

consequentemente, a um aumento geral do comprimento do contorno do ADN.
parte linear do ADN na conformacédo B é determinado pela espessura dos pares de bases que estédo
empilhados por for¢as de Van der Waals, entre si, ao longo do eixo da hélice. Este resultado sugere

gue as AuNPs conseguem ligar-se fortemente ao ADN por intercalagéo, tal como o composto BE.
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[1.2.6— ESTUDOS DE LIGACAO A PROTEINA

Para além do estudo efetuado do mecanismo de ligagcdo das AuNPs ao ADN, também se
estudou a interacdo das AuNPs sintetizadas com a albumina de soro bovino (Bovine serum albumin,
BSA), que é a proteina mais abundante no sangue bovino e possui uma estrutura muito semelhante a

alumina do soro humano (Human Serum Albumin).**

A interacdo de compostos com proteinas pode
resultar na formacdo de compostos estaveis, que podem ter importantes implicaces em alguns
processos fisioldgicos e na atividade bioldgica, uma vez que a albumina € uma proteina de transporte

multifuncional, que esta envolvida em vérios e importantes processos fisiolégicos. ¢’

11.2.6.1- Andlise por Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma ferramenta muito Util para projetar as interagfes de
ligacdo entre a BSA e outros compostos quimicos. Assim, é muito (til para se obter informacg&o sobre
as mudancas conformacionais e dindmicas na estrutura da proteina. A diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia da BSA ocorre principalmente pela formacdo de um complexo entre o agente que
extingue a fluorescéncia (aqui as AUNPS) e a proteina BSA que contém fluoréforos,*® tais como
residuos de triptofano, o Trp-134 e Trp-212. A intensidade de emissdo depende da exposi¢cdo dos
residuos de triptofano ao ambiente polar das proximidades e a grupos de extingdo como carbonilos
protonados, grupos indole e iBes tirosinato, através de interacdes moleculares.”" No presente
trabalho estudou-se a capacidade das AuNPs se ligarem a proteina BSA sob condig¢8es fisiologicas.
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Figura 47 - (a) Alteracdes visualizadas no espectro de fluorescéncia da BSA (1,0 yM) com o aumento
da concentracdo de AuNPs (0-40 uM), na solucdo tamp&o 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH = 7,5) (Aex

= 280 nm). (b) Gréfico da relacéo nao-linear de Stern-Volmer de ly/I vs. [AuNPs]. (c) Representacao

grafica da relagdo de Scatchard de log (1"1—_1) vs. log [AuNPs].
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O efeito das AuNPs na intensidade de fluorescéncia de BSA é mostrado na Figura 50, a partir
da qual se pode ver que a BSA tem uma forte banda de emisséo de fluorescéncia a ca. de 335 nm,
guando a amostra é excitada a 280 nm. Pela figura é possivel verificar ainda que a intensidade de
fluorescéncia da BSA é drasticamente reduzida com a adicdo das AuNPs. A adicdo das AuNPs a
solucdo de BSA resulta na extincdo da sua emissao de fluorescéncia, com um desvio para o
vermelho significativo (~ 3 nm), possivelmente devido a mudancas na estrutura secundaria/terciaria
da BSA no tampado fosfato, afetando a orientacdo dos residuos de triptofano da BSA. Esta variacéo
no pico de fluorescéncia caracteristico da BSA indica a interagédo entre BSA e as AuNPs. O valor de
Ksv (constante de Stern-Volmer) do complexo foi calculado como 1,88 x 10° M™* a partir da equacéo

de Stern-Volmer ndo-linear.
© = (1+KylQD (14)
A equacdo de Scatchard foi usada para calcular o nimero de locais de ligagdo (n) e a

constante de ligacéo (K,) de equilibrio, como mostrado abaixo:
log (101_—1) = logK, + nlog|Q] (15)
O valor de K, foi determinado a partir do declive do gréfico de log (I'G—_I) vs log[AuNPs]. Com

base no grafico, o valor de n para o ligando e para o complexo foi calculado como sendo ~ 1, o que
fortemente sugere a existéncia de um Unico local de ligacdo na proteina BSA. O K, para as AuNPs foi
calculado como sendo 8,90 x 10° M, este valor sugere que as AuNPs interagem fortemente com
BSA.

11.2.6.2— Andlise por espectroscopia de absorcéo para a BSA

A espectroscopia de absor¢cdo é uma importante ferramenta para determinar o tipo de
extingcdo de fluorescéncia. Os mecanismos sédo geralmente classificados como extingdo dindmica ou
estatica. Para um mecanismo de extingdo dindmica, o espectro de absorcdo do fluor6foro ndo é
alterado, e apenas o estado excitado do fluoréforo é influenciado pelo composto responsavel pela
extingdo, enquanto, para a extingdo estatica, um novo composto é formado entre o estado
fundamental do fluor6foro e o composto de extingédo e, por conseguinte, o espectro de absor¢édo do
fluoréforo seria significativamente alterado.™*

O espectro de absorcdo da BSA na auséncia ou na presenca de AuNPs é apresentado na
Figura 51. Curiosamente, as AuNPs provocam uma melhoria significativa (~ 4,8 vezes de aumento)
com um significativo deslocamento para o azul (~ 3 nm), o que revela a existéncia de uma interacdo

estatica entre a proteina BSA e as AuNPs.'*®
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Figura 48 - Espectro de absor¢do UV-Vis da BSA na auséncia e na presenca de AuNPs na solugéo
tampéo de 5 mM Tris-HCI / 50 mM NaCl (pH = 7,5).

[1.2.6.3— Andlise conformacional da BSA

As mudancgas conformacionais da BSA foram examinadas através da medi¢do sincrona da
intensidade de fluorescéncia dos seus fluoréforos, como os residuos de tirosina (Tyr) (AA = 15 nm) ou
triptofano (Trp) (AN = 60 nm).”** O espectro é obtido através da andlise simultanea de
monocromadores de excitacdo e de emissdo, mantendo o comprimento de onda constante (AA = 15 ou

60 nm) entre eles.™*

Os espectros de fluorescéncia sincrona da BSA, com concentragdes variaveis
de AuNPs, adquiridos para AN = 15 nm e AN =60 nm sdo apresentados na Figura 52. O teste
efetuado para AN = 15 nm, com quantidades variantes de AuNPs apresenta um decréscimo na
intensidade de fluorescéncia da banda a 287 nm (94 %) com um significativo desvio para o vermelho
de 16 nm, o que indica que os complexos tém um efeito muito forte no microambiente dos residuos
de Tyr. O desvio para o vermelho, significa um decréscimo do microambiente hidrofébico e um
aumento do hidrofilico dos residuos Tyr da BSA. Do mesmo modo, a intensidade da fluorescéncia
sincrona da BSA para AA = 60 nm, com quantidades incrementais de AuNPs, diminui dramaticamente
como visualizado para a banda a 280 nm (98 %) com um deslocamento significativo para o azul de
21 nm, o que indica que a conformacdo da BSA foi alterada de tal modo que a polaridade em torno
dos residuos de Trp diminui e a hidrofobicidade aumenta.**
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Figura 49 - Espectros de fluorescéncia sincrona da BSA na solucdo tampdo de 5 mM Tris-HCI /
50 mM NacCl, pH = 7,5, na presenca de quantidades incrementais de AuNPs (0—-50 uM), a diferentes
comprimentos de onda de: a) AN = 15 nm b) AA = 60 nm. As setas demonstram a diminui¢cdo da

intensidade com o aumento da concentracdo de AuNPs.
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11.3- NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

[1.3.1— SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Para a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs), foram utilizados diferentes extratos de
cha com concentracdo de 1% (Tabela 1), de forma a estudar a sua influéncia na morfologia e
consequentemente no seu desempenho catalitico. Foram ainda aplicados diferentes métodos de
sintese das AgNPs, além do método simples, nomeadamente métodos envolvendo irradiagdo de

microondas (MW) e ultrassons (US).

[1.3.1.1- Método Simples (MS)

No método simples, a formacdo das AgNPs pode ser observada pela alteracdo da cor da
solucdo, que inicialmente se apresenta de cor amarela, devido ao extrato de cha, adquirindo
posteriormente uma tonalidade acastanhada, indicando a formagdo de AgNPs (Figura 53). A
formacdo de AgNPs é consideravelmente mais lenta (ca. 3h), comparativamente as AuNPs
preparadas nas mesmas condi¢des reacionais. A sintese das AgNPs preparadas com extratos de cha

5 e 6 foram as mais lentas.

Figura 50 - Imagens do ch& 1, antes e apds a formagdo de AgNPs (1% AgNPs/cha 1).

Foi utilizada a técnica de espectroscopia UV-Vis, para confirmar a formacdo de AgNPs,
através da observacgdo das bandas caracteristicas de SPR das AgNPs na regido do visivel, que varia

consoante o tamanho das NPs sintetizadas.

[1.3.1.2— Sintese por irradiagdo Microondas (MW) e Ultrassons (US)

Investigou-se o efeito da aplicacdo de irradiagdo MW e US na sintese de AgNPs com o
objetivo de encontrar técnicas alternativas e “amigas do ambiente” que permitam melhorar o

processo, nomeadamente no que diz respeito ao tempo de reacdo. Neste caso, o procedimento de
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sintese das AgNPs é semelhante ao método simples, no entanto, a reagéo de reducéo da Ag” (na
forma de AgNOs) na presenca de extrato de cha é realizado com agitagdo sob irradiagdo de
microondas ou imerso num banho de ultrassons, até a mudanga de cor da solucdo. No final todas as
solucdes se apresentavam acastanhadas, variando apenas na intensidade da cor.

A sintese de AgNPs por US revelou ser a mais demorada e novamente os extratos dos chas
5 e 6 contribuiram para o prolongamento do tempo de sintese.

A técnica MW foi utilizada a 35 °C e a 150 °C na presenca de extratos de cha 1 e 2. A
técnica MW a 35 °C tinha como objetivo aproximar as condi¢des reacionais as utilizadas no método
simples (temperatura ambiente). No entanto, verificou-se que para 35 °C o tempo de sintese das
AgNPs continuava a ser muito longo (Figura 54) e nesse campo, este método e nestas condicdes,
ndo apresentava vantagens comparativamente ao método simples (MS). Quando a temperatura foi
aumentada para 150°C observou-se a formagédo de AgNPs em menos de 1 minuto. A variagdo dos
métodos de sintese e condi¢des experimentais traduzem-se em variagdes do tamanho e da disperséao
das NPs sintetizadas.
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Figura 51 — Espectro UV-Vis de diferentes tempos na sintese de 1% AgNPs/cha 1, assistida por

radiacdo microondas.

11.3.2— CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A semelhanca das AuNPs, as AgNPs sintetizadas a partir de diferentes extratos de cha foram
caracterizadas usando técnicas como a espectroscopia de UV-Vis, difracdo de raio-X, microscopia
eletrénica de varrimento (SEM), microscopia eletrénica de transmissao (TEM), e espectroscopia de
raios-X de energia dispersiva (EDS), de forma a ser possivel obter informacao sobre a sua forma,

tamanho, morfologia, dispersédo e composicao das amostras.
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11.3.2.1- Métodos Espectroscopicos

Espectroscopia de UV-Vis

Foi utilizada a técnica de espectroscopia UV-Vis, para confirmar a formagdo de AgNPs,
através da observacéo das bandas caracteristicas de SPR das AgNPs na regido do visivel, que varia
consoante o tamanho e a forma das NPs sintetizadas, ocorrendo numa regido de comprimento de
onda (c.d.o.) de 350 a 550 nm**’. Para particulas ndo esféricas, é possivel visualizar duas ou mais
bandas SPR. Por outro lado, a largura das bandas esté relacionada com a distribuicdo dos tamanhos
das NPs, enquanto o c.d.0o. maximo da banda SPR esta relacionado com o tamanho médio das NPs,

1%81% Nesse sentido, verificou-se que o

sendo que c.d.o. maiores sdo indicativos de NPs maiores.
tamanho das NPs variava consoante o extrato de cha e método sintético utilizados. A Figura 55
apresenta as bandas SPR caracteristicas, para as AgNPs sintetizadas com diferentes extratos de
cha. Pela representagéo é possivel verificar que as bandas assumem formas bem distintas, onde o
c.d.o. méximo de absorcao da banda caracteristica, também varia significativamente (Tabela 9). Para
a maioria dos extratos é detetada uma banda secundaria, para valores de c.d.o. mais baixos. Por este
estudo, verifica-se que por vezes essa segunda banda é maior que a banda SPR caracteristica das
AgNPs, que ronda os 400 nm, e que outras bandas sdo muito largas, indiciando uma elevada
dispersdo do tamanho das NPs. As AgNPs que apresentam as bandas SPR mais definidas séo
aguelas obtidas pelo método simples utilizando extrato de cha 1, indicando que estas possuem maior

uniformidade.
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Figura 52 - Bandas SPR obtidas por espectroscopia de UV-Vis das AgNPs sintetizadas pelo método

simples, utilizando diferentes extratos de cha.
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Tabela 9 - Valor maximo do comprimento de onda da banda SPR, obtido pela analise de UV-Vis, para

as AgNPs sintetizadas por diferentes extratos de cha.

c.d.o. dabanda SPR (hm) c.d.o. da banda secundaria (hnm)

Chal 426 357
Cha?2 449 354
Cha3 419 353
Cha 4 456 364
Chas 428 -
Cha6 448 -

As AgNPs produzidas por diferentes métodos apresentam variagdes no tamanho e sua
disperséo, sendo essas diferencas visiveis por analise de espectroscopia de UV-Vis (Figura 56 para
AgNPs sintetizadas com os chas 1 e 2, restantes estao representadas no Anexo D). Verifica-se que
pelo método simples e utilizando o cha 1 se obtém AgNPs mais uniformes, com uma banda SPR
mais definida no seu espectro de UV-Vis, comparativamente as AgNPs obtidas pelos outros métodos
(MW e US), inclusive AgNPs comerciais (reducdo com citrato) (Figura 56a).

Para a AgNPs obtidas com o extrato do cha 2, as bandas SPR apresentam valores maximos,
a comprimentos de onda distintos, consoante o método, indicando que os tamanhos das AgNPs sao
distintos. As AgNPs obtidas por irradiacdo de MW a 150°C apresentam uma banda SPR mais definida
relativamente aos outros processos e parecem mesmo possuir tamanhos menores, uma vez que a

banda SPR é visualizada em comprimentos de onda menores.

Figura 53 - Espectros de UV-Vis das bandas das AgNPs formadas através de diferentes métodos a)
1% AgNPs/cha 1; b) 1% AgNPs/cha 2.

Difragédo de Raios-X

A andlise estrutural das AgNPs foi efetuada usando a técnica de difragdo de raios-X (Figura
58). No difractograma obtido, séo visiveis os padrdes da estrutura cristalina caracteristica da prata
com conformagdo cubica de faces centradas (JCPDS file No. 04-0783). Os picos de difragdo a 26
valores de 38,24, 44,42, 64,44, 77,40° podem ser associados a reflexdo dos planos (111), (200),
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(220), (311) da prata cubica de faces centradas, respetivamente. Ndo foram detetados picos de
outras fases, indicando um elevado nivel de pureza dos produtos.

O pico de Bragg correspondente ao plano (1 11), indica que as nanoparticulas expostas
predominantemente as faces cristal {1 1 1}, caracteristica marcada pelo aumento da relacdo entre

ides Ag” e o extrato de cha.
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Figura 54 — Difractograma da andlise XRD de uma amostra de 1% AgNPs.

[1.3.2.1- Métodos Microscopicos

Microscopia electronica de transmissao

A andlise de imagens TEM das 1% AgNPs formadas com extratos de cha 1 e 2, bem como
0s respetivos histogramas (Figura 59) permitiu concluir sobre o tamanho das NPs formadas.
As 1% AgNPs/cha 1 sdo esféricas com didmetros que variam entre 10-40 nm enquanto as

1% AgNPs/ché 2 sédo triangulares com didmetros que variavam entre 0os 33-46 nm.

Imagens TEM Histograma
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Figura 55 - Imagens da técnica TEM e distribuicdo do tamanho das particulas para 1% AgNPs obtidas

com a) cha leb)cha?2.
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A Figura 60 permite, através dos histogramas obtidos a partir de imagens TEM, comparar o
tamanho das AgNPs produzidas com diferentes extratos de cha, pelos diferentes métodos sintéticos
(MS, MW e US). Para o cha 1, verifica-se que com o método de MW, o tamanho médio das NPs é
menor em comparacdo com as NPs obtidas pelo método simples, e que a dispersdo dos tamanhos
continua a nao ser elevada, tal como verificado para o0 método simples. Para as AgNPs produzidas
pelo método US, verifica-se que o tamanho principal € bem menor, no entanto a dispersédo (de
tamanhos) é maior. Para o cha 3, verifica-se que o método simples é 0 que apresenta tamanhos
médios mais pequenos, a dispersdo por tamanhos é maior, que no método MW, que se centram
primordialmente em apenas dois tamanhos. Pelas imagens obtidas pela técnica TEM deste cha
(Anexo E entrada 5, 6 e 7) verifica-se que a dispersdo das AgNPs é boa para os métodos simples e
MW, mas ndo para o método US. Com o cha 4, verifica-se que pelo método MW se obtém um
tamanho médio muito mais pequeno, no entanto apresenta ainda uma consideravel dispersao de
tamanhos, tal como verificado para o método US. Pelas imagens obtidas (Anexo E, entrada 8, 9 e 10)
verifica-se que a dispersdo das AgNPs sintetizadas pelo método simples é boa, piorando com o
método MW e US. Para o cha 5, com o método simples, o tamanho principal € muito pequeno,
apresentando uma baixa dispersdo de tamanhos. As AgNPs sintetizadas pelos outros métodos,
encontravam-se aglomeradas e com tamanhos superiores a 100 nm, impossibilitando a determinagéo
do seu tamanho, por esta técnica. Este facto pode ser devido a qualidade da amostra, na altura
analise e possivelmente influéncia da secagem efetuada (estas amostras foram secas na estufa e
esta mistura de cha, de onde foi retirado o extrato, era a Unica que se apresentava como sollvel e
nao na forma de folhas. A amostra pelo método simples foi seca ao ar.). Para este caso, mais estudos
tém de ser realizados. Para o cha 6 verifica-se que as AgNPs sintetizadas pelo método simples
apresentam uma elevada dispersdo de tamanhos, apresentando no entanto uma gama mais restrita
de tamanhos principais (18 nm e cerca de 35 nm). Para o método MW verifica-se que os tamanhos
sdo muito mais dispersos (existem muitas nanoparticulas com diferentes tamanhos). Para o método

US verificam-se principalmente NPs com tamanhos mais pequenos.

As AgNPs sintetizadas com o ché 2, pelos métodos MW e US néo foram estudadas por TEM
ou SEM, por apresentarem atividades cataliticas baixas, para as aplicacdes estudadas, e indistintas

das preparadas pelo método simples.
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Método sintético
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Figura 56 - Distribuicdo do tamanho das particulas para os diferentes extratos de cha (1%),
sintetizadas pelos diferentes métodos (simples, microondas (MW) e ultrassons (US)). *As amostras
quando analisadas por TEM apresentaram aglomerados com tamanhos superiores a 100 nm,
impossibilitando a determinacao do seu tamanho, por esta técnica.
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Pretendeu-se estudar o efeito da radiagdo microondas na velocidade de sintese das AgNPs e
nas suas propriedades. Para tal, foram preparadas AgNPs sob radiacdo MW a duas temperaturas.
Pelo estudo efetuado verifica-se que para temperaturas elevadas no método de MW, se traduzem em
valores de poténcia maiores. Assim, pelos dados obtidos, verifica-se o tamanho principal das
nanoparticulas produzidas pelo método MW com temperaturas de 35 °C, é bem maior e apresentam
uma maior contribuicdo de nanoparticulas com maior didmetro. Para este método, no entanto
verifica-se que a distribuicdo de tamanhos é menor, sendo que as particulas se encontram na gama
dos 17 aos 50 nm, enquanto para 0 MW a 150 °C a gama é dos 5 aos 78 nm. Para o método MW a
150 °C verifica-se uma maior dispersao de tamanhos, no entanto também se verifica que o tamanho

maioritario € muito pequeno (10 nm).
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Figura 57 — Distribuicao dos tamanhos das 1% AgNPs/cha 1 pelo método MW a 35°C e 150°C.

Com os dados obtidos também foi possivel verificar que, utilizando o método MW a
temperatura de 35 °C se observou a formacdo de AgNPs mais uniformes relativamente as obtidas por
US. Aumentando a energia de microondas de 3 para 120 W resultou num decréscimo do tamanho da
AgNPs produzidas (Figura 6l1a e b). Isto é provavelmente devido ao facto de que energias mais

elevadas promoverem a geracéo de mais nucleos de menores dimensdes.

Microscopia electrénica de varimento e transmisséao raio-X de energia dispersiva

A técnica SEM tem sido utilizada na caracterizacdo da morfologia da superficie, apos a
imobilizagdo de NPs e para determinar a forma e distribuicdo das AgNPs. Esta técnica foi utilizada
para estudar as NPs produzidas através de diferentes extratos de cha 1 e 2 (Figura 62) utilizados
também na sintese de AuNPs, bem como os extratos de cha 3 — 6 (Anexo E).

A presenca de AgNPs foi confirmada por analise de EDS (Figura 64) e para alguns casos
também é percetivel a sua presenca, pela utilizagao do detetor de eletrdes retrodifundidos onde os
materiais com maior densidade eletrénica (como os metais), fazem maior contraste, tomando uma
aparéncia mais brilhante (Figura 63).



Resultados e Discussao 77

Figura 58 - Fotografias da técnica SEM das 1% AgNPs produzidas a partir dos dois tipos de ché. a)
Chal;b)Chaz2.

Figura 59 — Imagens da andlise SEM. Exemplos da utilizacdo do detetor de eletrdes retrodifundidos
para a identificacdo de metais ha amostra das 1% AgNPs sintetizadas pelo método simples. a) 1%
AgNPs/cha 3; b) 1% AgNPs/cha 4.

A andlise das AgNPs, sintetizadas com diferentes extratos de cha, por EDS confirma a
presenca dos sinais caracteristicos da prata, para todos os estudos efetuados. A Figura 64 apresenta
as fotografias de SEM com a respetiva analise EDS num ponto especifico da imagem. Nestas
analises foram identificados picos expectaveis de prata, bem como picos correspondentes a carbono
(C) sao originarios da grelha usada e todos os picos de potassio, magnésio, fésforo e oxigénio (K, Mg,

P e O) correspondentes ao meio envolvente das AgNPs, para todas as solugdes de cha testados.

Pelas imagens da técnica SEM as AgNPs sintetizadas por diferentes extratos de cha indicam
gue todos os métodos explorados apresentam uma grande quantidade de AgNPs e uma boa

uniformidade, por toda a area da amostra, exceto para as AgNPs sintetizadas pelos chas 5 e 6, para
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os quais foi mais dificil observar a presenca de prata. Conclui-se que apesar de estes dois extratos
possuirem AgNPs (como verificado pela andlise TEM), a sua disperséo ndo é muito elevada, uma vez
que foram verificados varios espacos sem vestigios de prata.
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Figura 60 - Andlise EDS das AgNPs produzidas por diferentes extratos de cha, pelo método de
sintese simples. a) Cha 1; b) Chéa 2; ¢) Cha 3; d) Chéa 4; e) Cha 5; f) Cha 6.
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11.3.3— QUANTIFICACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Tal como para as AuNPs também foi efetuada a quantificacdo do numero de AgNPs
produzidas, nomeadamente pelos diferentes extratos de cha utilizados, com base nos resultados
obtidos pela técnica TEM. Foi possivel concluir acerca da forma das NPs formadas, maioritariamente
de forma esférica, e também determinar o valor do raio médio das NPs sintetizadas. Assim,
considerando a forma esférica das particulas e utilizando as equacdes 1, 2 e 3, foi possivel
determinar o numero de atomos de prata, sendo que o valor de ry, € obtido pelas analise TEM para
as diferentes NPs formadas com os diferentes extratos de cha e ry,,, = 160 pm (raio atomico da
prata).

) @

Tatom

O numero de atomos a superficie, Ns, numa Unica nanoparticula de prata, € estimado
utilizando a equacéo 4, enquanto o nimero de 4tomos de prata, Nyom € determinado pela equacgéo 5.

Assim, é possivel calcular a quantidade de AgNPs formadas através de cada método e o nimero total

de atomos (Ns) de Ag na superficie (disponiveis para a reagédo catalitica), pelas equagdes 6 e 7.

Os célculos do N, foram efetuados para as AgNPs obtidas através dos diferentes extratos
de cha e através dos diferentes métodos de sintese para uma concentracdo de 4,34 x10° M de
AgNPs (concentracdo mais utilizada nos estudos cataliticos). Assim, pelos resultados obtidos é
possivel verificar que os diferentes métodos produzem diferentes quantidades de AgNPs, variando
consoante o extrato de cha. Pelos calculos efetuados, € possivel verificar que para o método MS, as
AgNPs sintetizadas pelo cha 5 sédo as que apresentam maior nimero de NPs, enquanto com o cha 2
revelou menor niumero de NPs. Pelos métodos analisados verificou-se que o MW a 150 °C é o que
apresenta maior niumero de NPs formadas, para os dois extratos de cha estudados, enquanto as
AgNPs sintetizadas com o cha 4, produzido pelo método US é o que apresenta menor nimero de

NPs, indicando que estas apresentam tamanhos maiores.
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Tabela 10 - Célculo do numero de nanoparticulas formadas e do nimero de atomos de Ag a
superficie de cada nanoparticula, para AgNPs produzidas por diferentes extratos de cha e pelos

diferentes métodos sintéticos.?

Método Cha Faglom (NM) N Natm Nnp Nis
1 18,5 1,6x10°  8,2x10™ 53x10"  2,8x10%
2 19,0 1,7x10° 8,2x10" 4,9x10" 2,7 x10%
VIS 3 16,5 1,1x10° 8,2x10" 7,5x10"  3,2x10%
4 13,0 5,4x10° 8,2x10" 1,5x10% 4,1 x10"
5 7,0 8,4x10"  8,2x10™ 9,8x10" 7,5 x10"
6 9,0 1,8x10°  8,2x10™ 4,6x10"  59x10"
1 6,0 5,3x10*  8,2x10" 1,6x10°  8,8x10%
3 19,0 1,7x10° 8,2x10" 4,9x10""  2,8x10%
us 4 23,5 3,2x10° 8,2x10" 2,6x10"  2,2x10"
5 - - - - -
6 11,0 3,3x10° 8,2x10" 2,5x10% 4,8 x10'°
1 16,0 1,0x10° 8,2x10™* 8,2x10" 3,3 x10%™
3 18,0 1,4x10° 8,2x10™* 5,8x10™ 2,9 x10"
- 4 8,5 1,5x10° 8,2x10" 5,5x10% 6,2 x10"
5 - - - - -
6 6,5 6,7x10*  8,2x10" 1,2x10" 8,1 x10"™
1° 5,0 3,1x10"  8,2x10™ 2,7x10" 1,1 x10"

4Condicdes reaccionais: [4-NF] = 3,8x10™ M; [1% AuNPs] = 4,3x10° M.TOF = TON por hora.
b Reacao realizada a 150°C.

E sabido que as particulas mais pequenas sdo mais ativas uma vez que tém um nimero
maior de atomos de superficie, disponiveis para a catalise. Assim, tém interesse extratos de chas que
promovam a sintese de nanoparticulas com tamanhos pequenos, no entanto, € possivel que
tamanhos muito pequenos ndo sejam muito benéficos para a atividade catalitica das nanoparticulas,

por apresentarem maiores dificuldades de difuséo.
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[1.3.4— ESTUDOS CATALITICOS

A atividade catalitica das AgNPs sintetizadas, pelo método simples, MW ou US, foi
investigada para a reducao do 2- e 4-nitrofenol, 3- e 4-nitroanilina e nitrobenzeno, em meio aquoso.
As AgNPs sintetizadas pelo método simples, também foram testadas ainda como catalisadores na

reducdo do hexacianoferrato (Ill), em meio aquoso.

11.3.4.1- Reducéo do 2- e 4-nitrofenol em meio aquoso

A semelhanca das AuNPs, as AgNPs foram utilizadas para catalisar a redugéo do 2- e 4-NF
(Esquema 3 para o 4-NF), usando borohidreto de s6dio (NaBH,;) como agente redutor em solu¢éo
aquosa, a temperatura ambiente. Verificou-se que os produtos, 2- e 4-aminofenol (2- e 4-AF) sdo os

Unicos produtos de reducédo obtidos e a sua conversdo foi seguida pela técnica de espectroscopia de

UV-Vis.
OH o O
H:__:__:Z-':LMHH :;:;I\H“‘m ’____;;';- .
[" H aq. NaBH,. rt [ } AgNPs ]
S S Ny

Esquema 3 — Reducéo do 4-nitrofenol (4-NF) a 4-aminofenol (4-AF) por NaBH, catalisado por AgNPs.

As condicdes experimentais utilizadas para a rea¢do, bem como a metodologia da reacao,
foram as homdlogas as melhores condi¢Bes usadas com as AuNPs, ou seja, [AgNPs] = 4,3x10° M;
[4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10° M a temperatura ambiente e durante 20 ou 40 minutos, sendo
a reacdo monitorizada por espectroscopia de UV-Vis. Os varrimentos realizados de 2 em 2 minutos
foram sobrepostos para se obter uma representacdo sequencial da reacao.

A evolucéo temporal da reducdo do 4-NF pelo NaBH, na auséncia e na presenca de AgNPs
foi monitorizada por espectroscopia de UV-Vis, entre 200 e 700 nm. Na auséncia de catalisador
(AgNPs), ocorre a formacgéo dos iBes 2- e 4-nitrofenolato mas ndo a sua conversdo em 2- e 4-AF.
Assim as AgNPs facilitam a reducdo do 2- e 4-NF, nomeadamente facilitam a transferéncia dos
eletrdes do borohidreto para os ibes 2- ou 4-nitrofenolato, baixando a energia de ativacdo desta
reacdo. Na presenca de AgNPs, verifica-se de imediato uma reducéo na absorvancia a 410 e 400 nm,
correspondente aos i6es 2- ou 4-nitrofenolato, respetivamente, por espectroscopia UV-Vis.
Simultaneamente observa-se o aparecimento de dois novos picos maximos a ca. de 250 ou 290 nm
correspondentes aos produtos 2- ou 4-AF esperados (valores observados para as solucdes de 2- e
4-AF puras).
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As Figuras 65 e 66 representam as reduc¢@es do 2- e do 4-NF, respetivamente, no entanto, a
cada varrimento apresentado foram descontados os valores obtidos no varrimento efetuado apenas a
mistura do extrato de cha 1 com as 1% AgNPs sintetizadas. Deste modo, ndo se visualiza as bandas
do cha, o que torna possivel a visualizacao clara de pontos isoshésticos no espectro, que denunciam
o incremento de bandas caracteristicas do produto esperado (2- e 4-aminofenol). No espectro
também n&o é visivel as bandas caracteristicas dos substratos (2- e 4-NF), observando-se apenas a
banda caracteristica do ido 2- e 4-nitrofenolato, uma vez que as figuras s6 apresentam 0s scans
decorrentes imediatamente ap6s a adicdo do agente redutor (NaBH,4). A redugdo do 2-nitrofenol a

2-aminofenol ocorre gradualmente, sendo obtida uma conversado de cerca de 45 % em 32 minutos.
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Figura 61 — Espectros de UV-Vis da reducao do 2-nitrofenol (2-NF) na presenca de 1% AgNPs/ché 1.
Condices reacionais: [AgNPs] = 4,34x10° M; [2-NF] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10° M. a)

Absorvancia a 400 nm vs. tempo.

No sistema catalisado por AgNPs, a transformacéo dos ides 4-nitrofenolato no produto 4-AF,
ocorre mais lentamente em comparagdo com as AuNPs sintetizadas pelo mesmo método, tendo-se
obtido para este caso uma converséo de 71 % ao fim de 20 minutos de reac¢do, enquanto no caso das
AuNPs se obteve uma conversdo de 94 % ao fim de 6 minutos de reacdo, nas mesmas condi¢cdes

reacionais.
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Figura 62 — Espectro de UV-Vis da reacdo de reducdo do 4-NF catalisado por 1% AgNPs/ché 1.
Condices reacionais: [AgNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10° M; [NaBH, = 1,6x10° M. a)

Absorvancia a 400 nm vs. tempo de reacgéo.

Na reducgédo do 4-NF, ndo se verifica qualquer alteracédo no valor de absorvéancia 400 nm nos
2 minutos iniciais, i.e., ndo ocorre a transformacdo do ido 4-nitrofenolato (periodo de inducdo). Apés
este periodo observa-se uma redugdo acentuada (Figura 66a), voltando a estabilizar apés 20 minutos
de reacgdo. Esta variacdo na velocidade da reacao provavelmente é devida a existéncia de varios

passos distintos e individuais de hidrogenag&o, neste processo.

Para esta reacéo foi estudado o efeito de diferentes parametros, nomeadamente foi estudada
a performance de AgNPs sintetizadas por diferentes extratos de cha e através de diferentes métodos

sintéticos envolvendo a aplica¢é@o de radiagdo microondas (MW) e ultrassons (US).

As AgNPs sintetizadas utilizando diferentes extratos de chéa (2-6) foram avaliadas como
catalisadores na reacao de reducdo do 4-NF. O efeito das diferentes propriedades fisicas (tamanho e
forma) na sua performance foi explorado. A Figura 67 apresenta o estudo da reacdo de reducédo do
4-NF com as AgNPs sintetizadas com os diferentes extratos de chéa (2-6), ao longo de 20 minutos.
Assim, é possivel verificar que na presenca das AgNPs (ch& 2) quase n&o ocorre a reducdo do 4-NF,
ndo indo a conversao além dos 2% ao fim deste periodo. No entanto é de salientar que esta reacéo
apresenta um periodo de inducdo de 18 minutos, pelo que a conversdo que se obtém ocorre
praticamente nos 2 minutos finais. Para os chas 3, 4 e 6, ja é verificado um decréscimo apreciavel,
sendo o maior registado para o cha 6, com o qual se obteve uma conversédo de 69%. A reacdo com
AgNPs sintetizadas com o cha 5 é a mais dispar das outras, verificando-se que o intermediario leva
mais tempo a ser formado e que posteriormente ndo se reduz significativamente. Pelos dados obtidos
com a analise de TEM, foi possivel verificar que estas AgNPs possuem um tamanho médio muito
reduzido, o que podera ser o motivo da dificil inducéo da reacéo. Verifica-se ainda que o cha 1 é o

gue apresenta melhores resultados, indicando que o tamanho médio e distribuicdo destas
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nanoparticulas, séo as mais favoraveis para este sistema catalitico. Assim, é possivel perceber, que
embora nanoparticulas menores apresentem maiores areas superficiais, tamanhos muito reduzidos,

também néo sédo favoraveis, apresentando maiores tempos de inducéo.
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Figura 63 - Espectro UV-Vis da rea¢do de reducédo do 4-NF na presenca de AgNPs sintetizadas pelo
método simples por diferentes extratos de ché: a) Cha 3; b) Cha 4 e c) Cha 6. Condicdes reacionais:
[AgNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10™ M; [NaBH,] = 1,6x10° M.

Tabela 11 - Valores de k4, € de converséo para a redugéo do 4-NF com AgNPs sintetizadas

com diferentes extratos de cha, pelo método simples.®

Cha k., Conversdo (%)

1 0,0737 71,26
20,0084 2,44

3 0,0198 22,75
4 0,1311 55,95
5 01124 34,55
6 0,1613 69,22

# Condicdes reacionais: [AgNPs] = 4,3x10"° M; [4-NF] = 3,8x10™° M; [NaBH.] = 1,6x10°° M e 20 min de reacao.
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11.3.4.1.1- Efeito de AgNPs sintetizadas por diferentes métodos

Tendo em conta que para as AuNPs foram estudados efeitos como a concentragdo de
catalisador e de redutor, para as AgNPs optou-se por estudar métodos sintéticos alternativos. Assim,
tentou-se encontrar métodos de sintese de AgNPs, que contornassem o problema do tempo de
sintese (as AuNPs sao sintetizadas muito mais rapidamente), nomeadamente envolvendo irradiacéo
microondas ou ultrassons. Foi estudado o efeito destas metodologias no crescimento e qualidade das
AgNPs sintetizadas. Também foram efetuados estudos cataliticos de forma a concluir sob a sua

atividade catalitica, cruzando dados com os resultados obtidos pela sua caraterizagao.

Método de sintese por Microondas

A técnica microondas (MW) foi aplicada a valores de temperatura de 35 e 150 °C. A sintese
de AgNPs com irradiagéo microondas, a temperaturas de 35°C foi efetuada para todos os extratos de
ché utilizados no presente trabalho (extrato a 1%), enquanto a sintese a temperaturas elevadas foi

efetuada apenas para os chas 1 e 2.

A Figura 68 representa a reducao do 4-NF com NaBH,, ao longo de 20 minutos, na presenca
de AgNPs sintetizadas por MW a 35°C, com diferentes extratos de ch& (Figura 68 para AgNPs
sintetizadas com os chas 1, 4 e 5, Anexo F, Figura VI para os restantes) e a Tabela 12 apresenta 0s
valores de converséo e da constante de equilibrio aparente (kap,), obtidos para cada reagdo. Assim, €
possivel verificar que o extrato de cha que apresenta melhores resultados, é novamente o ché 1, com
uma conversdo de 78% em 20 minutos. Este valor é superior ao obtido, para a mesma reagdo, com
AgNPs produzidas pelo método simples (aproximadamente 71% de conversdo em 20 min). Pela
técnica de TEM é possivel verificar que as AgNPs produzidas pelo método MW apresentam
tamanhos médios inferiores, e uma menor dispersao de tamanhos, que as sintetizadas pelo método
simples, o0 que explica a sua maior reatividade na presente reacao. Por este estudo foi possivel
verificar que a aplicagdo do método MW na sintese das AgNPs com o ché 6 parece ter tido um
grande impacto na sua atividade catalitica, uma vez que com o método simples se obteve uma
converséo de aproximadamente 69%, enquanto apenas houve 10% de conversédo quando utilizadas
as AgNPs formadas sob irradiagdo MW. Pelos dados obtidos pela analise TEM (Anexo E), embora se
verifiqgue tamanhos médios inferiores e uma menor dispersdo para as AgNPs preparadas com este
ché, por MW, também é visivel a volta das NPs uma camada de compostos orgénicos, que pode ser
responsavel pela fraca atividade destas NPs, impedindo o contacto dos reagentes, com o catalisador.
Para o chéa 4, também se verifica um decréscimo de atividade, podendo ser explicado pelo aumento
da disperséo dos tamanhos das AgNPs. Para os chas 3 e 6, foi verificado um aumento da conversao
para as AgNPs sintetizadas pelo método MW, em comparacdo com as sintetizadas com o mesmo

extrato, mas pelo método simples, neste caso devido a uma menor dispersao de tamanhos.
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Figura 64 - Espectro UV-Vis da reagdo de reducéo do 4-NF na presenca de AgNPs sintetizadas pelo
método MW, por diferentes extratos de cha: a) Ch4 1; b) Ch4 4; c) Cha 5. Condicdes reacionais:
[AgNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10™ M; [NaBH,] = 1,6x10° M.

Tabela 12 - Valores de ki, € de conversédo para a redugéo do 4-NF com AgNPs sintetizadas com

diferentes extratos de cha pelo método MW.?

Cha Kapp Converséo (%)

1 0,1184 78,00
1° 0,01 2,23
2 - 0

2° 0,0023 0,44
3 0,0333 33,40
4 0,0692 38,47
5 0,0991 55,35
6 0,0230 9,67

4Condicdes reacionais: [AgNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10™ M; [NaBH4] = 1,6x10° M; tempo de reacgéo =
20 min; T = 35°C. b Reacéo realizada a 150°C.

A Figura 68 e a Tabela 11 apresentam os dados do estudo efetuado para as AgNPs
sintetizadas por MW a elevadas temperaturas, com os extratos de cha 1 e 2. Neste caso € possivel
concluir, que embora a sintese das nanoparticulas seja muito mais rapida do que com 0s outros
métodos estudados, verifica-se que as alteracdes na morfologia destas alteram drasticamente a sua
atividade catalitica para o caso das AgNPs sintetizadas com o extrato de ch& 1, e continuando a nao

favorecer a atividade catalitica das AgNPs sintetizadas com ché& 2 (“Christmas tea”).

Método de sintese por Ultrassons

A sintese recorrendo a irradiacdo por ultrassom (US) foi realizada nas mesmas condicdes
reacionais do método simples com a variante de a mistura reacional estar mergulhada num banho de
US. Esta alteracdo tem influéncia na morfologia das NPs formadas, e consequentemente na sua

atividade catalitica.
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Na Figura 69 esta representada a evolucdo da redugdo do 4-nitrofenol (4-NF) durante
20 minutos pelo método US, com diferentes extratos de cha (Figura 69 para os chas 1, 2 e 5, Anexo
F, Figura VIl para os restantes) e na Tabela 12 apresentam-se os valores de conversao e Kqpp, para
as reacdes efetuadas com todos os extratos de cha. Nestas condicbes, verifica-se que as AgNPs
produzidas utilizando o cha 1, as AgNPs sdo as mais ativas, convertendo 64% de 4-NF ao fim de
20 min, seguida pelas AgNPs obtidas a partir dos chéas 2, 4 e 6 com conversdes no intervalo 43-47%.
Tal pode ser devido ao facto de estas NPs apresentarem uma menor distribuicdo de tamanhos, como
verificado pela banda SPR da anélise de UV-Vis. As AgNPs obtidas a partir dos chas 3 e 5 sdo
praticamente inativas, apresentando um elevado decréscimo de atividade catalitica,
comparativamente as AgNPs produzidas por outros métodos. Esta diminuigdo na atividade catalitica
das AgNPs produzidas recorrendo a irradiagdo US podera dever-se ao facto de este método gerar
NPs com uma ma distribuicdo, uma vez que pela técnica SEM existem varias zonas onde nao é

observavel a presenca das mesmas.
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Figura 65 - Espectro UV-Vis da reagéo de reducéo do 4-NF na presenca de AgNPs sintetizadas pelo
método US por diferentes extratos de ch&d: a) Cha 1; b) Ché 2; ¢) Cha 5. Condicdes reacionais:
[AgNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10"° M; [NaBH,] = 1,6x10° M.

Tabela 13 - Valores de ky,, € de conversédo para a redugédo do 4-NF com AgNPs sintetizadas com

diferentes extratos de cha pelo método US?

Cha Kapp Conversao (%)
1 0,1061 46,80
2 0,0913 45,04
3 0,0002 0,04
4 0,0688 43,06
5 0,1660 63,78
6 0,0030 1,19

dCondicdes reacionais: [AgNPs] = 4,34x10™° M; [4-NF] = 3,8x10™° M; [NaBH.] = 1,6x10° M; temperatura ambiente;

tempo de reacéo = 20 min.
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Pelos estudos efetuados as NPs produzidas por métodos sintéticos alternativos é possivel
verificar que estes tém efeitos diferentes consoante o tipo de cha utilizado. O aumento ou diminuigao
da atividade catalitica esta diretamente relacionado com a morfologia das AgNPs que por sua vez
varia com o método de sintese. E sabido que o tamanho das NPs de metal tem um papel muito
importante nos sistemas cataliticos, sendo que a area superficial das NPs aumenta com a diminuicao

89,92,93,94

do seu tamanho, o que normalmente resulta numa maior atividade. Porém, as vezes existe

um tamanho de particula 6timo para um sistema catalitico particular. *>%

11.3.4.2— Reducéo da 4-nitroanilina em meio aquoso

A semelhanca do estudo efetuado para as AuNPs, a atividade catalitica das AgNPs
(sintetizadas pelo método MS) também foi avaliada para a redugéo da 4-nitroanilina (4-NA), usando
NaBH; como agente redutor. A reacdo de reducdo foi estudada nas condigbes homodlogas as
utilizadas com as AuUNPs ([AgNPs] = 4,3x10™ M; [4-NA] = 3,8x10° M; [NaBH,] = 1,6x10° M). A banda
de absorvancia a 380 nm, caracteristica da 4-NA, diminui gradualmente por reducéo, na presenca de
AgNPs e NaBH, (Figura 70). Ao mesmo tempo, surge uma nova banda a 238 nm devido a formacgéo
do produto, 4-fenilenodiamina (4-FD). Uma segunda banda caracteristica da 4-FD aparece
normalmente a 308 nm, sendo de mais dificil perce¢do devido ao tamanho da banda da 4-NA. Ao
longo do tempo de reacdo estudado ndo foram detetados outros produtos. O substrato 3-NA também
foi testado nas mesmas condi¢des, mas ndo se verificou qualquer conversao para essa reacao, ao

fim de 20 minutos (Anexo G).

A Figura 70 representa a reducéo da 4-NA na presenca de 1% AgNPs (obtidas com o ché 1),
onde € possivel observar que a converséo € bastante reduzida (7% ao fim de 20 min) e que esta leva
muito tempo até apresentar um decréscimo da banda do substrato (Figura 70a). Assim € possivel

concluir que a morfologia das AgNPs sintetizadas néo favorece esta reacao.
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Figura 66 - Espectro UV-Vis da reagdo de reducdo da 4-NA catalisada por 1% AgNPs/cha 1.
CondicBes reacionais: [AgNPs] = 4,3x10° M; [4-NA] = 3,8x10° M; [NaBH, = 1,6x10° M. a)

Absorvancia a 380 nm vs. tempo de reacao.

Para esta reacdo também foi estudada a atividade catalitica das AgNPs sintetizadas com

outros extratos de cha, nomeadamente ché 3 e 4, pelo método simples.

[1.3.4.2.1- Efeito de AgNPs sintetizadas por diferentes extratos de

cha

A influéncia do extrato de cha usado na sintese das AgNPs também foi estudada na reacéo
de reducdo da 4-NA. A Figura 71 apresenta o estudo desta reagdo catalisada por AgNPs sintetizadas
com diferentes extratos de chd, pelo método simples, ao fim de 20 minutos de rea¢&o. Foi possivel
observar melhor desempenho por parte das AgNPs sintetizadas com o chéa 4, sendo possivel obter
uma conversao de 33 %. Em contraste, na presenca de AgNPs obtidas a partir do extrato de cha 3, a
conversdo ndo foi além dos 3 %, ao fim do mesmo periodo. De notar que a reducao apenas se inicia

apo6s 10 min de reagéo ja terem decorrido (periodo de indugao).
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Figura 67 - Espectro UV-Vis da reagcdo de reducéo da 4-nitroanilina (4-NA) catalisada por 1% AgNPs
sintetizadas pelo método simples e por diferentes extratos de cha: a) cha 3; b) ché 4. Condi¢bes
reacionais: [AgNPs] = 4,3x10™° M; [4-NF] = 3,8x10™° M; [NaBH4] = 1,6x10™° M. i) Absorvancia a 380 nm
vs. tempo de reacao.

11.3.4.3—- Reducé&o do nitrobenzeno em meio aquoso

A Figura 72 apresenta a reacdo de reducdo do nitrobenzeno (NB), catalisada por 1%
AgNPs/cha 1. E possivel visualizar 3 pontos isosbésticos, sendo visivel a reducéo na intensidade das
bandas caracteristicas do nitrobenzeno a 270 nm e 400 nm e o consequente aumento da banda a ca.
de 230 nm correspondente a anilina (AN). Na presenca de AgNPs, foi possivel obter uma converséao
de 66% do NB ao fim de 40 minutos de reacdo, sendo possivel concluir que estas NPs séo
ligeiramente menos ativas que as AuNPs preparadas pelo mesmo método (70% de conversdo para o

mesmo periodo de tempo).
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Figura 68 - Espectros de UV-Vis da reacdo de reducdo do nitrobenzeno catalisada por 1% AgNPs.
Condicdes reacionais: [AgNPs] = 4,3x10™ M; [4-NF] = 3,8x10”° M; [NaBH4] = 1,6x10° M; tempo de

reacdo= 40 min. a) Absorvéancia a 270 nm vs tempo de reacgéo.

[1.3.4.4— Célculo do TOF

O valor do TOF também foi calculado para as AgNPs sintetizadas, a semelhanca do
efectuado para as AuNPs. Este parametro foi calculado para a reducdo do 4-NF nas condi¢bes
reacionais padrdo ([AgNPs] = 4,3x10° M; [4-NF] = 3,8x10™° M; [NaBH,] = 1,6x10° M), a temperatura

ambiente para valores de tempo e conversao conhecidos, pela equacédo 16.

TOF = (16)

N, -t

onde M é o nimero de moléculas que reagem na presenca de catalisador no tempo t para produzir o

produto, e Ns é o nimero de atomos a superficie do catalisador que estao envolvidos na reagéo.

Na pratica, os valores de TOF podem variar significativamente entre catalisadores do mesmo
tipo devido a diferencas na sua estrutura de superficie. Neste sistema catalitico, os diferentes valores
de TOF obtidos, serdo devidos aos diferentes métodos de preparacdo das AgNPs e

consequentemente ao seu tamanho e morfologia.

O TOF deve ser definido em condi¢cdes especificas de temperatura, concentracdo dos

reagentes e conversao.
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Tabela 14 - Reduc&o do 4-NF catalisada por AgNPs®

Método Cha Nts Conversdo (%) Tempo (min) TOF (h™)
1 2,8 x10" 71,3 20 54,1
2 2,7 x10° 2,4 20 1,9
MS 3 3,2 x10% 22,8 20 15,4
4 4,1 x10* 56,0 12 49,8
5 7,5 x10™ 34,6 10 19,9
6 5,9 x10*° 69,2 20 25,6
1 8,8 x10"° 46,8 16 14,4
2 - 45,0 18 -
3 2,8 x10* 0,0 20 0
vs 4 2,2 x10"° 43,1 20 41,5
5 - 63,8 20 -
6 4,8 x10%° 1,2 20 0,5
1 3,3 x10* 78,0 18 56,9
2 - 0,0 20 -
. 3 2,9 x10™ 33,4 20 24,7
MW 3 4 6,2 x10™ 38,5 10 26,8
5 - 55,4 20 .
6 8,1 x10"° 9,7 20 2,6
MW 150°C 1 1,1 x10" 2,2 18 0,5

3[AgNPs] = 4,34x10"° M; [4-NF] = 3,8x10”° M; [NaBH4] = 1,6x10° M.
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11.3.4.5- Degradacdo de pigmentos

Com este estudo pretendia-se apresentar uma alternativa para a degradagéo de compostos
poluentes ndo biodegradaveis normalmente presentes em aguas residuais. O objetivo seria procurar
uma alternativa eficiente e ndo poluente, para o tratamento dessas aguas, tentando fugir as técnicas
fisicas usuais, como adsorcdo e coagulacdo, que ndo permitem a eliminacdo completa destes
compostos, ou métodos quimicos ou de membranas que sao caros e por vezes produzem compostos
secundarios poluentes.®

Os pigmentos testados neste estudo foram o alaranjado de metilo e o azul metileno. A
degradacgdo destes compostos pode ser realizada recorrendo a agentes oxidantes, altamente reativos
e nao seletivos como H,0,, *OH, *0?, 03.56 A completa descoloracdo e mineralizagdo de corantes
usando radiacdo UV, na presenca de H,O, e materiais porosos metal-organicos, foi previamente
reportada.>®°" 1%

Pretendeu-se estudar a capacidade de degradacéo de dois corantes diferentes (alaranjado de
metilo e o azul metileno) do extrato de cha e do extrato de cha com AgNPs sintetizadas (1%
AgNPs/ch& 1), na presenca e na auséncia do oxidante H,O,. Este estudo foi efetuado expondo as
solucdes a radiacdo UV-Vis e a luz visivel.

Para o corante alaranjado de metilo as amostras foram estudadas para um tempo de
exposicdo de 5 minutos a radiagcdo UV-Vis, na presenca e na auséncia de AgNPs e de agente
oxidante (H,O,). N&o foi observada qualquer degradacéo de corante, nas condi¢cfes testadas, quer
visualmente ou através da analise de espectro UV-Vis (Figura 73). Também foram realizados ensaios
com exposicdo a luz solar, por um longo periodo de tempo (ca. de 5 horas de exposi¢do), tendo-se
verificado apenas alguma degradacédo, para as solu¢cdes contendo o agente oxidante (H,O,). No
entanto verificou-se que no ensaio realizado na auséncia de extrato de cha ou AgNPs, apenas com o
agente oxidante, foi possivel observar uma consideravel degradagcdo do corante. Estes resultados
indicam que o agente oxidante € favoravel a degradacdo do corante, mas que as AgNPs ndo
catalisam, este sistema, chegando mesmo a inibir a atividade do oxidante quando s&o adicionadas.
Esta inibicdo é provavelmente devida ao facto de o agente oxidante poder estar a interagir com as

AgNPs, promovendo a sua oxidacdo, em vez de apenas degradar o corante.
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Figura 69 - Espectro UV-Vis do ensaio da degradacédo do corante alaranjado de metilo, durante 20
min, por radiacdo UV com a) extrato de cha 1 a 1%; b) 1% AgNPs/cha 1 ([catalisador]= 5,29 x10™° M);
c) 1% AgNPs/cha 1 e H,O, ([catalisador]=2,65 x10° M [H,0,]=0,14 M)e d) apenas H,O,
([H,0,]=0,28 M). ([pigmento] = 1,18 x10”° M)

Alaranjado de Metilo

Figura 70 - Ensaio da degradacéo do corante alaranjado de metilo, durante 5 horas, por radiacéo de
luz solar na presenca de a) extrato de cha 1 a 1%; b) 1% AgNPs/chéa 1 ([catalisador]= 5,29 x 10° M);
c) 1% AgNPs/cha 1 e H,0O, ([catalisador]=2,65 x10° M [H.0,]=0,14 M) e d) apenas H,0,
([H20,]=0,28 M). ([pigmento] = 1,18 x10° M).

Para o corante azul metileno foi possivel observar alguma percentagem de degradacédo para
as solucdes expostas 20 minutos a radiacdo ultravioleta (Figura 75), no entanto o valor maximo de
degradagdo observado foi ca. de 4 %, com o extrato de cha contendo AgNPs. Também foram
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efetuadas variagbes do ensaio que inclui o extrato de cha com AgNPs e o agente oxidante,
nomeadamente nas quantidades adicionadas de cada um dos compostos. Para além da solugao
onde se adiciona 80 pL da solucdo de cha com AgNPs e 20 pyL de H,O, (Figura 75 c)), num dos
ensaios foram adicionadas quantidades iguais de ambos e outro continha uma maior quantidade de
H,O, em relacdo ao cha (80 puL de H,O, e 20 pL de extrato de cha cm AgNPs) (Figura 75a e b),
Anexo H)). Para o teste com quantidades iguais de cada composto adicionado foi possivel obter uma
degradacédo ligeiramente maior do que para 0s outros dois casos, de 3,8 % (o ensaio com maior
quantidade de H,O, obteve 3,6 % de conversao).

Os testes a luz visivel, realizados com maior tempo de exposicdo (ca. 5 horas), ja apresentam
degradacdes do corante, mais acentuadas (Figura 76). E possivel verificar uma diminuicdo da
intensidade da cor do corante para todas as solu¢es, sendo que o ensaio em que se utiliza apenas o
agente oxidante obtém-se uma solugdo praticamente translucida, indicando que este agente
consegue efetuar a descoloragdo quase total do corante, no tempo do ensaio. Estes resultados no
entanto ndo sdo muito positivos, uma vez que os melhores resultados sdo verificados para a
utilizacdo de H,0,, que € um agente oxidante forte e o objetivo era encontrar um modo de
degradacgdo mais eficaz do que o efetuado por este agente oxidante, ou promover a sua atividade. As
solucdes contendo nanoparticulas de prata, parecem ndo apresentar beneficios de forma significativa
ou viavel em termos de tempo, para a degradag¢do do corante, como seria pretendido, pelo que néo

foi cumprido o objetivo de determinar uma via mais “verde” para a rea¢do em estudo.
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Figura 71 - Espectro de UV-Vis do ensaio da degradacdo do corante alaranjado de metilo, durante 20
minutos, por radiacdo UV na presenca de a) extrato de cha 1 a 1%; b) 1% AgNPs/cha 1
([catalisador]= 5,29 x 10° M); c) 1% AgNPs/cha 1 e H,0, ([catalisador]=2,65 x10™° M [H,0,]=0,14 M)
e d) apenas H,0; ([H,0,]=0,28M). ([pigmento] = 1,21 x107 M)
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Azul Metileno

Figura 72 — Imagens da degradacéo do corante azul metileno, durante 5 horas, por radia¢do de luz
solar na presenca de a) extrato de cha 1 a 1%; b) 1% AgNPs/cha 1 ([catalisador]= 5,29 x 10° M); ¢)
1% AgNPs/cha 1 e H,0, ([catalisador]=2,65 x10° M [H,0,]=0,14 M) e d) apenas H,0O,
([H,0,]=0,28M). ([pigmento] = 1,21 x10®° M

Pelos estudos efetuados verificou-se que os dois corantes estudados apresentavam
comportamentos diferentes, para os ensaios efetuados, nomeadamente o corante azul metileno
apresenta percentagens de descoloracdo superiores ao corante alaranjado de metilo. Foi reportado
em estudos prévios que o0 mecanismo de degradacdo fotocatalitica para corantes anidnicos e
catidnicos (alaranjado de metilo e o azul metileno, respetivamente) é bastante diferente.®® Um

possivel mecanismo da degradacdo do azul metileno (AM), apresentado por Azmat et al***

, com NPs
de CrO(OH), indicando que inicialmente a adsor¢do do corante ocorre a superficie do catalisador,
onde interage com diferentes radicais, que levam a sua degradacdo. A adicdo de H,O, a mistura do
corante e NPs liberta radicais (*°OH, *OOH), que possuem uma elevada capacidade de oxidacdo e
gue simultaneamente regeneram o catalisador, aumentando consequentemente a area superficial do

catalisador onde o corante ira reagir (Equacéo 17).**

NPs
AM + H,0,———> AMH + *OH + *°0O (17)

Os radicais livres gerados possuem uma elevada capacidade de oxidacdo, pelo que
provocam oxidacdo destrutiva do corante organico. A presenca destes radicais serdo o provavel
motivo da mais rapida descoloracéo deste corante. A oxidacdo ocorre através de quebra das ligacdes

C-C e aligagcédo S-O do azul metileno.
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11.3.4.6— Condensacdo de Knoevenagel

Para este estudo pretendeu-se aplicar as AgNPs preparadas com extrato de cha 1 na reacao
de condensagdo de Knoevenagel, como um método viavel, “amigo do ambiente” e econémico. Foi
estudada a condensacdo Knoevenagel fotoquimica do malononitrilo com dois aldeidos diferentes, o
benzaldeido e o 2-hidroxibenzaldeido (Esquema 4). Foi reportado um estudo semelhante, com a

58
I

utilizacdo de sumo de tamarindo por Pal™, com elevados rendimentos em 2-7 min.

]

€T
=
5]

F=H 0H

Esquema 4 — Esquema reacional da condensacéo de Knoevenagel do malononitrilo com os aldeidos

aromaticos estudados.

Assim foram efetuados estudos com algumas variagdes das condi¢des, para cada substrato,
nomeadamente a presenca ou auséncia de 1% AgNPs/ch& 1, o pH da solugéo (7 ou 3) e 0 modo de
reacao que variou entre apenas agitacao, exposicdo a luz solar ou a radiacdo UV. Apds a conclusao
da reagdo foram efetuadas analises de 'H-RMN, no tendo sido detetado o produto pretendido,

levando a conclusdo de que ndo ocorreu a reacao desejada.
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11.3.5— ESTUDOS DE LIGACAO AO ADN

[1.3.5.1- Anédlise por Espectroscopia de UV-Vis

Para as AgNPs sintetizadas também foi estudada a sua capacidade de ligagdo ao CT-DNA.
Este estudo foi efetuado através da medigdo dos efeitos da interagdo das AgNPs com o CT-DNA por
espectroscopia de UV-Vis. A ligacdo de compostos com o ADN usualmente resulta na visualizacéo de
efeitos de hipocromismo e batocrémicos. Este efeito resulta da forte interagdo entre as AgNPs com os

pares de bases do ADN.™°

Foram realizadas experiéncias de titulagdo das AgNPs numa solugdo
tampé&o monitorizadas por andlises de espectroscopia de UV-Vis, utilizando uma concentracgao fixa de
AgNPs, as quais se adicionou, gradualmente, aliqguotas de uma solucdo de ADN. A ligacdo das
AgNPs ao ADN foi confirmada através desta analise e resultou na diminuigdo das intensidades da
absorvancia, com um ligeiro desvio para o vermelho (desvio batocrémico) (~3 nm) no espectro de
absorcao de UV-Vis (Figura 77). De modo a determinar a afinidade das AgNPs com o ADN, calculou-
se a contante de ligagdo (Kp) das AgNPs, ao CT-DNA, através da monitorizagdo das alteragdes do
valor da absorvancia a 270 nm, com o aumento da concentracdo de ADN.

O desvio hipocrémico fornece uma medida da forca da ligagdo por intercalagdo. A constante
Ky das AgNPs foi calculada como sendo 1,37 (10,49)><106 M (s = 0,13), valor que segue a mesma
ordem de grandeza que se observa numa tendéncia hipocrémica. O tamanho do local de ligagao (s)
para as AgNPs é baixo (s <1) o que sugere que a natureza da ligagdo é predominantemente pelos
sulcos ou por agregacéo a superficie, das NPs, ao ADN, em preferéncia a ligacéo por intercalacdo.™"’
O desvio batocromico da banda espectral, de ~3 nm, sugere que as AgNPs provavelmente interagem
com o ADN por intercala¢é@o parcial ou através dos sulcos menores. O valor de K, observado para as
AgNPs ¢é significativamente mais elevado do que os dos nanomateriais sintéticos ativos
biologicamente142 e devido a sua maior solubilidade em meio aquoso. O valor da constante de ligagao
observado através do estudo UV-Vis indica que as AgNPs se intercalam fortemente ao ndcleo do
ADN, comparativamente com homdlogos comerciais. No entanto é necesséario recolher mais

informacéo, de forma a ser possivel caracterizar a interacao entre as nanoparticulas e o ADN.



Resultados e Discussdo 99

AgNP 10 anw
o 044 ? .
,8
3 Zx 0,6 K =137x10'm’
.g 0,3" g‘ 04 R:::.;:"
=
<
g 0,21 R
s [ADN] (uM)
v
2 W
0

300 450 600
Comprimento de onda (nm)
Figura 73 - Espectro de absorcdo das AgNPs (1,6 uM) na auséncia e presenca de quantidades
incrementais de CT-DNA (0-7,5 pM) em 5 mM da solugdo tampéo de Tris-HCI/50 mM NacCl
(pH=7,5). A seta demonstra as variacbes na absorvancia do complexo aquando a adicéo

incremental da concentracdo de CT-DNA. A figura inserida demonstra uma curva de calibragéo de

Aeys | Agys versus [DNA] para as AgNPs.

[1.3.5.1- Anédlise por Dicroismo Circular

Os espectros de CD do CT-DNA (100 uM), na solu¢éo tampao (5 mM Tris-HCI/50 mM NacCl
(pH = 7,5)), foram analisados na presenca de quantidades incrementais de AgNPs (Figura 78). O
espectro de CD obtido para o CT-DNA apresenta uma banda positiva a 275 nm, devido ao
empacotamento das bases e uma banda negativa a 245 nm devido ao enrolamento da hélice do
ADN, que é caracteristico para a forma B.* Foi verificado um aumento da banda positiva, bem como
da banda negativa, que é devido a transformacdo da conformag¢do B do ADN numa conformacao

semelhante a A.**

Os resultados revelam mudancas notdrias induzidas pelas AgNPs, o que indica
que ocorrem alteracdes conformacionais profundas na estrutura da dupla-hélice do ADN, devido a

interacdo com as AgNPs.
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——— ADN + AgNP (10 uM)
—— ADN + AgNP (20 uM)
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Figura 74 - Espectro de dicroismo circular do CT-DNA na presenca de quantidades incrementais de

(0-20 pM) numa solugédo tampado de 5 mM Tris-HCI/50 mM NacCl (pH = 7.5). As setas indicam a

tendéncia do espectro aquando a adigdo de ADN.

11.3.5.1- Andlise por Espectroscopia de Fluorescéncia

Para este estudo foram examinadas, novamente, solu¢gfes contendo CT-DNA e brometo de
etidio (BE) por titulagdo com AgNPs, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia.

A adicdo de uma segunda molécula que se ligue ao ADN ir4 extinguir a emissdo de
fluorescéncia do BE, ou por substituicdo do BE na sua ligacdo com o ADN (liga-se mais fortemente ao

124 A extingdo da fluorescéncia do

ADN que o BE) e/ou por aceitar eletrdes no estado excitado do BE.
BE ligado ao CT-DNA pelas AgNPs € demostrada na Figura 79. A adicdo das AgNPs a solucéo
CT-DNA com BE causa uma reducao 6bvia na intensidade de emisséo, indicando que estas se ligam
competitivamente com o BE, ao CT-DNA. Tal pode ser devido ao facto de as AgNPs interagirem com
0 ADN por intercalacéo, libertando assim algum BE do complexo. O valor da constante de extin¢cdo de
Stern-Volmer, das AgNPs foi calculado como 1,15 x 10° M™ (R? = 0,988). Isto também demonstra que
a substituicdo parcial do BE ligado ao ADN por intermédio das AgNPs resulta hum decréscimo da

intensidade de fluorescéncia.
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Figura 75 - a) Espectro de emisséo de BE ligado ao ADN, numa solug&o tampéo de 5 mM Tris-HCI/50
mM NacCl (pH = 7,5), na auséncia e na presenca de AgNPs. Condi¢bes reacionais: [BE] = 3,3 pM,
[DNA] = 40 pM, [AgNP] = 0-220 puM. (Aex = 510 nm). b) Representacdo gréfica da razdo Fo/F vs

[AgNPs] para a curva de extingdo de fluorescéncia do ADN-BE, pelas AgNPs.

A concentracdo de AgNPs que se traduz numa reducéo de 50 % da intensidade de emisséo

do BE pode ser obtida a partir da Figura 79, onde 50 % das moléculas de BE ligadas ao ADN foram

[AgNPs]
[BE]

substituidas a uma razdo de concentracdo de = K1. O valor K1 para as AgNPs foi

determinado como 6,99. Sabendo que a constante de ligacdo do ADN para o BE é de 1,0x10’ M7, a

constante aparente de ligagdo do ADN das AgNPs (K= 1,43 x 10° M'l) foi obtida a partir da

KB (BE)
K1

equacao . O valor de kg, obtido indica que as AgNPs interagem com o ADN de forma
eficiente, uma vez que o ambiente hidrofébico dentro da hélice do ADN possivelmente reduz a
acessibilidade das moléculas de agua do solvente e a mobilidade do complexo fica restrita ao local da

ligagdo.™*®

[1.3.5.2— Anédlise por Viscosidade

As medi¢Bes de viscosidade foram realizadas de forma a esclarecer o modo de interagdo dos
complexos metéalicos ao ADN. Este modo de ligacdo normalmente apresenta como efeito um aumento
significativo na viscosidade da solu¢cdo de ADN, devido ao aumento da separacdo das pares de

bases, nos locais de intercalacéo, provocando um aumento geral no comprimento do ADN.
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Figura 76 - Efeito de quantidades incrementais de BE e AgNPs, na viscosidade relativa do CT-DNA a
25 (£0.1) °C. Concentracgéao total de ADN de 0,5 mM.

Como demostrado na Figura 80, com o aumento da razdo [AgNPs] / [DNA] de 0,02 para 0,08,
as AgNPs exibem uma tendéncia para o aumento da viscosidade relativa, 0 que sugere fortemente
por intercalacdo, e que este sera o principal modo de ligagdo quando as AgNPs interagem com o
CT-DNA. O aumento da viscosidade relativa, € esperado que se correlacione com o potencial de
intercalacdo das AgNPs-DNA, seguindo a ordem BE> AgNPs. Os estudos de viscosidade fornecem
evidéncias da ligacéo por intercalagdo,"”’ uma vez que o aumento da viscosidade do ADN é atribuido
a este modo de ligagdo do composto e que tal provoca um aumento do comprimento efetivo do
DNA.® 0 comprimento da parte linear do ADN na forma B é determinado pela espessura dos pares
de bases que estdo empilhados ao longo do eixo da hélice por forcas de Van der Waals, entre si.
Este resultado sugere que as AgNPs podem ligar-se fortemente ao ADN através de intercalacéo
como o BE.

De notar que o comportamento observado para os estudos da ligacdo das NPs com o ADN,
para o caso das AgNPs, obteve resultados muito semelhantes aos das AuNPs, tendo sido retiradas

as mesmas conclusoes.
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[1.3.6— ESTUDOS DE LIGACAO A PROTEINA

Para as AgNPs também foram efetuados estudos sobre a sua interagdo com proteinas, tendo
sido usada, a semelhanca do efetuado para as AuNPs a albumina de soro bovino (BSA).

11.3.6.1- Andlise por Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é um método eficaz para examinar as interacdes entre 0s
complexos metalicos e a BSA. A diminui¢do da intensidade de fluorescéncia da BSA é conhecida por

ocorrer principalmente pela formacdo de um complexo entre o composto de extingdo (aqui as AgNPSs)

130

e os fluoréforos da BSA™ (residuos de triptofano Trp-134 e Trp-212). A intensidade de emissao

depende da exposicdo desses residuos a um ambiente polar das proximidades e a grupos de

131

extingdo, como grupos carbonilo protonados, grupos imidazol e i6es tirosinato.”~ Com este estudo

tencionou-se investigar a capacidade de ligacao das AgNPs a BSA, sob condicdes fisioldgicas.
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Figura 77 - a) Espectro da variacdo da fluorescéncia da BSA (1.0 yM) com o aumento da
concentracdo de AgNPs (0-40 uM) na solucdo tampéo de 5 mM Tris-HCI/50 mM NacCl (pH =7,5)

(Aex = 280 nm); b) Representacdo grafica da relagdo ndo-linear de Stern-Volmer da razao g/l vs.

[AgNPs]; c) Representacgédo grafica da relacao de Scatchard de log % vs. log [AgNPs].

O efeito das AgNPs na intensidade de fluorescéncia da BSA é demostrado na Figura 81, a
partir da qual se pode observar que a BSA possui uma forte banda del emisséo de fluorescéncia a
ca. de 337 nm quando excitada a 278 nm, e a intensidade de fluorescéncia da BSA é drasticamente
reduzida apds a adicdo das AgNPs. A adicdo das AgNPs a solucdo de BSA resulta na extingcdo da
sua emissdo de fluorescéncia, com um desvio para o vermelho significativo (desvio batocrémico)
(~3 nm), possivelmente devido a mudancas na estrutura secundaria / terciaria da BSA que afeta a
orientacdo dos residuos de triptofano da proteina. Esta variagdo no pico de fluorescéncia
caracteristico da BSA, indica a sua interacdo com as AgNPs. O Ksy (constante de Stern-Volmer) do

complexo foi calculado como 2,20 x 10° M™" a partir da equacéo de Stern-Volmer nao-linear.
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L= (1+Kw[QD) (18)

I

A equacdo de Scatchard foi usada para calcular o nimero de locais de ligacdo (n) e a
constante de ligacéo (Ky) de equilibrio, como mostrado abaixo:

log (101_—1) = logK, + nlog|Q] (29)
O valor de K}, foi determinado a partir do declive do gréafico de log (ﬁi) vs log[Q]. Com base

no grafico, o valor de n para o ligando e para o complexo foi calculado como sendo ~ 1, o que indicia
a existéncia de um unico local de ligacdo na proteina BSA. O K, para as AgNPs foi calculado como

sendo 5,42 x 10° M, este valor sugere que as AgNPs interagem fortemente com a BSA.

11.3.6.2— Anédlise por espectroscopia de absorcéo para a BSA

A espectroscopia de absor¢do € uma ferramenta importante para determinar o tipo de
extincdo da fluorescéncia, que geralmente sdo classificados como estaticos ou dindmicos. Para o
mecanismo de extingdo dindmica, o espectro de absor¢cdo do fluoréforo nédo é alterado, apenas o
estado excitado do fluor6foro € influenciado pelos agentes de extingdo, enquanto, por extingcao
estatica, € formado um novo composto entre o estado fundamental do fluoréforo e o agente de
extincdo e, por conseguinte, o espectro de absor¢cdo do fluoroforo serd significativamente

%2 0 espectro de absorcdo da BSA na auséncia ou na presenca de AgNPs é

influenciado.
apresentado na Figura 82. As AgNPs também causam um aumento significativo relativamente a
banda visualizada apenas para a BSA (~ 3,7 vezes), com um pequeno desvio para o azul de ca.

3 nm. Este resultado revela a existéncia de uma interacéo estatica entre BSA e as AgNPs.'*®
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Figura 78 - Espectro de absorcdo de UV-Vis da BSA na auséncia e na presenca de AgNPs, na
solucao tampéo de 5 mM Tris-HCI / 50 mM NacCl (pH = 7,5).
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[1.3.6.3— Andlise conformacional da BSA

As mudancas conformacionais da BSA foram examinadas através da medi¢éo da intensidade
de fluorescéncia sincrona de fluoréforos, como residuos de tirosina (Tir) (AN = 15 nm) ou triptofano
(Trp) (AN = 60 nm).*** O espectro é obtido através do estudo simultaneo da excitagdo e da emisso,
mantendo o intervalo de comprimento de onda constante (AA = 15 ou 60 nm), entre eles.*® Os
espectros de fluorescéncia sincrona da BSA, com concentracdes variaveis de AgNPs foram
adquiridos a AA = 15 nm e AA = 60 nm e sdo demostrados na Figura 83. O espectro de fluorescéncia
sincrona da BSA, para AA = 15 nm, com quantidades variaveis de AgNPs apresentou um decréscimo
na intensidade de fluorescéncia da banda a 286 nm (98%), com um notavel desvio para o vermelho
de 19 nm, o que indica que os complexos apresentam um efeito muito forte no microambiente dos
residuos de Tir. Os desvios para o vermelho, indicam o decréscimo do microambiente hidrofébico e
aumento do hidrofilico, dos residuos de Tir da BSA. Do mesmo modo, a intensidade de fluorescéncia
sincrona da BSA, para AA = 60 nm, também com a adi¢cdo de quantidades incrementais de AgNPs,
provoca uma diminui¢do acentuada da banda a 280 nm (96,74%) com um significativo desvio para o
azul de 20 nm, o que indica que a conformac¢&o da BSA foi alterada de tal modo que a polaridade a

volta dos residuos de Trp diminui e a hidrofobicidade aumenta.™®
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Figura 79 - Espectro sincrono da BSA (numa solugdo tampdo de 5 mM Tris-HCI / 50 mM NacCl,
pH =7,5), na presenca de quantidades incrementais de AgNPs (0-50 uM), a diferentes comprimentos
de onda de a) AN = 15 nm b) AA = 60 nm. As setas demonstram a diminuicdo do valor de emissao,

com o aumento da concentracdo de AgNPs.
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[11.1- MATERIAIS E EQUIPAMENTO

Neste capitulo procede-se a descricdo dos detalhes experimentais subjacentes a
sintese de NPs e as técnicas utilizadas na sua caracterizacdo e nas suas aplicacdes

cataliticas e bioldgicas.

[11.1.1- REAGENTES

Para o trabalho sintético realizado, as condi¢des normalmente utilizadas foram a temperatura
e pressdo ambiente. As excec¢Bes sdo mencionadas no texto. Os solventes foram utilizados sem
tratamentos adicionais. O 4-nitrofenol (4-NF) (Acros), 2-nitrofenol (2-NF) (BDH), nitrobenzeno (NB)
(Acros), 4-aminofenol (4-AF) (Aldrich), 2-aminofenol (2-AF) (BDH), 2-, 3- e 4-nitroanilina (2-, 3- e 4-
NA) (Fluka), 2-, 3- e 4- fenilenodiamina (2-, 3- e 4-FD) (Fluka), hidrobrometo de sddio (NaBH,)
(Acros), &cido ascorbico (Merck), d-glucose (Aldrich), cloreto de aménio (NH4CI) (Panreac), hidrazina
(N2H,) (Analcar), ferrocianeto de potéssio(lll) (Aldrich) e &cido tetracloroaurico(lll) (HAuUCI4.3H,0)
(99.99%, Aldrich) foram obtidos comercialmente. Os chas utilizados no presente trabalho foram, o
Chéa preto da marca Tetley, o cha verde da marca Gorreana, Rooibos da marca Royal T-sick, a
mistura de cha vermelho, fibras, ameixa e hibisco da marca Cem Porcento, comercializada com o
nome "Peso Ideal” (nome que ira ser utilizado ao longo deste trabalho para referir esta mistura), a
mistura de cavalinha, alcachofra, pilriteiro e urtiga verde da marca Pura vida do Pingo doce,
denominada por “Drenagem” (nome que se utilizara para referir esta mistura), comercializados em
Portugal e a mistura de dois chas pretos, Kenyan e Rwandan, da marca Marks & Spencer,
denominada por “Christmas tea” (nome que se utilizard para referir esta mistura de chas),

comercializado nas lojas da marca.

Tabela 15 — Designacéo a utilizar para os diferentes extratos de cha utilizados.

Extrato de cha Desighacao
Tetley Chal
“Christmas” Cha 2
Verde Cha 3
Rooibos Cha 4
Peso ideal Cha s

Drenagem Cha 6
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111.1.2— EQUIPAMENTO

As NPs sintetizadas usando extratos de cha foram caracterizadas usando técnicas como
microscopia eletrénica de transmissao, microscopia eletrénica de varrimento e espectroscopia de
raios-X por dispersdo em energia. A espectroscopia de UV-Vis também foi utilizada para a
caracterizacdo das NPs sintetizadas, bem como para os estudos efetuados, para as aplicagbes

cataliticas e para os estudos bioldgicos.

[11.1.2.1- Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletronica de transmisséo (transmission electron microscopy— TEM) é a técnica
mais comum de caracterizagdo das NPs. Esta técnica € baseada num microscépio que opera com 0s
principios basicos de um microscépio normal, mas em vez emitir luz, emite um feixe de eletrdes, na
direcdo da amostra. Exibe imagens com uma resolugéo bastante maior, devido aos comprimentos de
onda muito mais pequenos dos eletrdes, comparativamente com os da luz. Este equipamento permite
a observacéo de compostos na ordem dos A (10'10 m) e permite obter uma fotografia do ndcleo das
NPs, pelo que é possivel observar a sua forma e tamanho. As medi¢cdes foram efetuadas num
microscopio eletrénico de transmissdo Hitachi H-8100, equipado com um detetor EDS da marca
ThermoNoran e aquisicdo de imagem digital. As amostras em p6 sao analisadas atraves da sua

deposicdo em grelhas de cobre.

Figura 80 — Equipamento de TEM do laboratério MicroLab do Instituto Superior Técnico (IST).**
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[11.1.2.2— Microscopia eletrénica de varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento (scanning electron microscopy — SEM) é outra técnica
muito utilizada, que produz imagens de alta resolucdo, com uma aparéncia tridimensional. A
informacao retirada inclui a morfologia externa (textura), a composicao quimica, a estrutura cristalina
e a orientacdo dos materiais na amostra. Esta técnica também é capaz de efetuar analises de pontos
localizados da amostra, utilizado a técnica EDS (espectroscopia de raios-X por dispersdo de
energia), o que é muito Util para a determinagdo qualitativa e semi-quantitativa da composicao
guimica da amostra. As medi¢Ges foram efetuadas num microscépio eletrénico de varrimento Hitachi
S-2400 e um detetor EBSD da marca Oxford.

Figura 81 - Equipamento de SEM do laboratério MicroLab do Instituto Superior Técnico (IST)143.

[11.1.2.3— Espectroscopia de Raios-X por Disperséo de Energia

A espectroscopia de raios-X por dispersado de energia (EDX ou EDS) é uma técnica qualitativa
e quantitativa microanalitica que fornece informacédo sobre a composi¢cdo quimica da amostra. Os
raios-X séo detetados por um detetor de energia dispersiva que apresenta o sinal como um espectro
ou histograma de intensidade versus a energia raio-X. As energias caracteristicas dos raios-X
permitem a identificacdo dos elementos da amostra, enquanto a intensidade dos picos permite a
quantificacdo da concentracdo dos elementos. As medi¢des foram efetuadas com um detetor de EDS

da marca Bruker.

[11.1.2.4— Difracado de raios-X

A técnica de difracdo de raios-X é primariamente utilizada para a identificacdo da fase
cristalina de um material, fornecendo informacao sobre as dimens@es da célula unitaria. Para além
disso, € possivel caracterizar e determinar a pureza dos materiais. Esta técnica é muito importante,
uma vez que através do conhecimento da estrutura de um composto é possivel entender as suas

propriedades fisicas e quimicas.***
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A pureza das nanoparticulas sintetizadas foi determinada por esta técnica, efetuada a
temperatura ambiente, num difractémetro X’pert PRO of PANalytical, com comprimento de onda Cu-K
raios-X-rays, (A) =1.54056 A.

[11.1.2.5—- Espectroscopia de Infravermelhos

A técnica de espectroscopia de infravermelhos (infrared, IR) opera com base na medicédo da
transicdo entre os estados vibracionais das moléculas, que séo induzidos através da irradiagdo da
amostra com uma fonte de luz que emite na regido do infravermelho. A maioria dos compostos
apresenta um espectro com picos bem definidos a determinadas frequéncias, que corresponde a
frequéncias vibracionais de grupos funcionais especificos ou a determinados tipos de ligagéo,
presentes na amostra.'*

Esta técnica foi utilizada de modo a poder concluir sobre a formagdo das nanoparticulas,
através das alteracdes espectrais visualizadas. Para os estudos efetuados as amostra foram
analisadas como pastilhas de KBr, num espectrémetro Bruker Vertex 40 Raman/IR de 4000 a
400 cm™.

Figura 82 — Equipamento de FTIR do Centro de Quimica Estrutural (IST).

111.1.2.6— Espectroscopia de UV-Vis

A técnica de espectroscopia de UV-Vis utiliza a luz na faixa de energias do visivel e
ultravioleta (200-700 nm), onde as moléculas sofrem transi¢cdes eletronicas moleculares. Esta técnica
permite-nos estudar a absor¢éo da luz na gama do UV-Vis das solu¢des em funcdo do comprimento de
onda. A radiacéo atravessa toda a gama do UV-Vis e analisa a amostra, durante aproximadamente 30
segundos. O equipamento deteta a radiagdo transmitida e regista a absorcdo, corrigindo as
intensidades de radiagcdo da amostra com a da célula de referéncia. 146

No presente estudo as amostras analisadas por esta técnica encontravam-se no estado
liquido, e posteriormente foram colocadas em cuvetes de quartzo com 1 cm de percurso 6tico. Esta
técnica foi utilizada para o estudo de varias aplicacdes das nanoparticulas foram efetuados medicbes

de espectroscopia de UV-Vis num espectrofotometro da marca PerkinElmer, modelo Lambda 35.
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Figura 83 — Espectrofotometro de UV-Vis do Centro de Quimica Estrutural, IST.

[11.1.2.7— Espectroscopia de Fluorescéncia

Este tipo de espectroscopia tem a funcdo de medir a fluorescéncia de uma amostra, que
depende dos grupos fluorescentes que contem. Estes equipamentos possuem um monocromador
gue é usado para selecionar o comprimento de onda de excitacdo, que depende da amostra (neste
caso utilizou-se 280 nm, comprimento de excitagdo dos residuos de Trp). Os slits (aberturas) de
emisséo e excitacdo foram selecionados de modo a maximizar a intensidade de fluorescéncia de
cada amostra. **’

O espectro de emissdo apresenta as intensidades de fluorescéncia em funcdo do
comprimento de onda de emissdo, enquanto 0 espectro de excitacdo mostra as intensidades de
fluorescéncia em fungcdo do comprimento de onda da luz de excitacdo. Os espectros de emisséo de
fluorescéncia foram tracados espectrofotdmetro da marca PerkinElmer, modelo LS 55, onde foram
utilizadas células de quartzo com 1 cm de percurso 6ético. Os espectros foram tracados de 240 a 340
nm.

Figura 84 - Espectrofotémetro de Fluorescéncia do Centro de Quimica Estrutural, IST.
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I11.1.2.8- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Esta técnica tem especial utilidade para estudar a estrutura de moléculas, interacdes entre
elas, para alem da sua cinética ou dinamica e também € possivel estudar a composicao de varias
misturas. Esta técnica permite a analise de tamanhos de moléculas, muito variados (desde moléculas
organicas muito pequenas, até proteinas com peso molecular da ordem dos kDa).**

As andlises por espectroscopia de RMN de 'H e *C foram efetuadas com a adicdo de

dimetoxietano e cloroférmio deuterado e registados num espectréometro Bruker AVANCE IIl 400 MHz.

[11.1.2.9— Espectroscopia de Dicroismo Circular

O dicroismo circular (CD) é propriedade de alguns materiais possuem de absorver a luz de
diferente modo, dependendo da forma da polarizacéo, do feixe incidente. A andlise de amostras por
dicroismo circular é baseada na quiralidade do composto, em solucdo. Permite a caracterizagcao de
centros estéreos, em compostos quimicos, para alem de permitir retirar informacdo sobre a
conformacdo de proteinas e interacdo entre estas ou 0 ADN, com outros compostos quimicos.149

Os espectros de CD foram tracados num espectropolarimetro Jasco J-720 que mede o
espectro de dicroismo circular numa gama de 180-1000 nm.

111.1.2.10- Viscosidade

A viscosidade de um fluido € a resisténcia deste a alteragdo da sua forma ou a resisténcia a
movimentos internos das suas moléculas constituintes. Esta é dependente de varios fatores,
nomeadamente a temperatura e a composicdo quimica do fluido. Assim, analisando a viscosidade de
um fluido é possivel retirar informacé&o sobre alteragdes que ocorreram nas moléculas do fluido.

As medi¢Bes de viscosidade foram efetuadas num viscosimetro da marca Ubbelodhe, em

banho termostatico a temperatura constante de 25°C.
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[11.2-= PROCEDIMENTOS

[11.2.1- PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO UTILIZANDO EXTRATOS DE CHA

A preparagdo de AuNPs utilizando extratos de chéa, foi efetuada com base no método
previamente descrito.”® A solucéo de cha foi preparada a partir de dois tipos diferentes de folhas ou
mistura de folhas de cha, com 100 mL de agua destilada, seguida de agitagdo vigorosa durante 15
minutos & temperatura ambiente. Depois da suspenséo ser filtrada, diferentes quantidades desta
solugdo de cha foram transferidas para um frasco de vidro e o volume completado com agua
destilada até perfazer um volume de 6mL, de forma a obter 3 solu¢des com diferentes percentagens
de ch& (1, 5 ou 10 %). A cada um deles foi adicionado 0,1 mL de uma solu¢ao 0,1 M de HAuCl,;.3H,0
e agitou-se durante 20 minutos a temperatura ambiente. Para as 1% AuNPs observou-se que a
solucdo mudou da cor amarela, para bordeaux, quase instantaneamente, indicando a formacéo de
AuNPs, devido a ocorréncia das bandas de ressonéncia de superficie de plasméo (SPR)

caracteristicas das AuNPs na regiéo do visivel.

[11.2.2— PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO EXTRATOS DE CHA

l11.2.2.1- Método Simples

A preparacéo de AgNPs utilizando extratos de cha, foi efetuado de modo homdlogo ao do
ouro e com base no método previamente descrito. " Foram utilizados diferentes tipos de chid como
cha preto Tetley, “Christmas tea”, Rooibos, cha verde, “peso ideal” e “drenagem”. Foram adicionados
os diferentes tipos de chd a 50 mL de agua destilada, de modo a solugdo apresentar uma
concentracao de 1% de cha, que em seguida foi colocada em agitagdo vigorosa durante 15 min a
temperatura ambiente. Em diferentes volumes de 6 mL das solugdes de diferentes extratos de cha, foi
adicionado 0,1 mL de uma solucdo 0,1 M de AgNO; e agitou-se a temperatura ambiente. A agitacéo

decorre até a mudanca de cor da solugéo ser observavel.

[11.2.2.2— Método por irradiagdo microondas ou por ultrassons

A sintese das AgNPs assistida por microondas e ultrassons tem dois maiores propdésitos, a
reducdo do tempo da sintese e o controlo do didmetro das nanoparticulas de prata. Numa sintese
tipica utilizando ultrassons, a preparacédo das AgNPs usando extratos de cha 1% e a solucéo 0,1 M
de AgNO; foi efetuada utilizando o método simples, onde a solucdo foi imersa num banho de
ultrassons (operando a um frequéncia de 20 kHz e com uma poténcia de 2,5 W/cmz) durante 1-3h,

durante o qual foi obtida uma mistura cinzento-acastanhada.
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As AgNPs também foram preparadas usando irradiacdo microondas (MW) e um extrato
aquoso de cha 1% sob as condi¢cdes tipicas de 35 ou 150°C, (5-20 W), para 1-3h de tempo de
reacao.

O facto de se realizar a sintese das AgNPs sobre a irradiacdo microondas é expectavel que
influencie o crescimento e a forma das AgNPs estudadas. As técnicas de Microscopia Eletrénica de
Transmisséo (TEM) e espectro de UV-Vis foram utilizadas para caracterizar a uniformidade do
tamanho e da forma das nanoparticulas de prata efetuadas por micro-ondas. A sintese das AgNPs
sob irradiacdo microondas (MW) foi efetuada num reator Anton Paar Monowave 300, com radiacao
microondas focada e um detetor de temperatura de infravermelhos, usando um tubo reacional com

capacidade de 10 mL, com um diametro interno de 13 mm.

[11.2.3— TESTES BIOQUIMICOS PARA DETEGCAO DE FLAVONOIDES E COMPOSTOS FENOLICOS

Para determinar a presencga de polifendis no chd, foram adicionadas varias gotas de cloreto
de ferro 5 % a 2 mL de extrato de cha. O aparecimento da cor verde-escuro indica a presenca de
compostos polifendlicos.

Para os flavondides misturou-se 5 mL da solucéo diluida de amédnia, com 2 mL do extrato de
cha e adicionou-se vérias gotas de &cido sulfarico, concentrado. O aparecimento da cor amarela

indica a presenga de flavondides.

I1.2.4— REDUGAO DE COMPOSTOS NITRO, EM MEIO AQUOSO

'\.O: NH s

/ | NPs & il

\/ NaBH;, aq., Tambients e

Esquema 5 — Esquema reacional genérico da reducao dos compostos nitroaromaticos, na presenca

de nanoparticulas, utilizando como agente redutor o NaBH,, a temperatura ambiente.

As reacgfes de reducgdo destes compostos foram realizadas em cuvetes padrdo de quartzo de
3 mL com comprimento de 1 cm de percurso. As solugbes aquosas de 4-nitrofenol (1,2 x10° M) e
NaBH; (0,1 M) foram preparadas para cada experiéncia de modo a minimizar a hidrélise. Foi
preparada uma solugdo de 2,5 mL de agua e 0,5 mL da solugdo de cha (1, 5 ou 10%), desta solucéo
foram retirados 0,5 mL que foram adicionados a cuvete, juntamente com 2,5 mL de agua, 100 uL do
composto nitro (2- ou 4-nitrofenol, 2-, 3- ou 4-nitroanilina ou nitrobenzeno) e finalmente 50 uL da

solucdo 0,1 M de NaBH,. A absorvancia do espectro UV-Vis foi medida de 200 a 700 nm e em
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intervalos de 2 minutos. A atividade catalitica foi quantificada em termos de conversao do substrato e
da atividade do catalisador (turnover frequency, TOF) considerando que o 2- ou 4-aminofenol, 2-, 3-
ou 4-fenilenodiamina e anilina séo os Unicos produtos de reducao.

Testes em branco, sob as mesmas condi¢des reacionais, mas na auséncia de nanoparticulas
metalicas foram também realizados. Para estes estudos nao foi observado conversdo dos compostos

nitro.

I1.2.5— REDUGAO DO HEXACIANOFERRATO (lII), EM MEIO AQUOSO

8Fe(CN)s>~ + BH,” + 3H,0 — H,B0;~ + 8Fe(CN),* + 8H* (25)

A reacdo catalitica foi efetuada em cuvetes de quartzo, de 3 mL com 1 cm de percurso. Foi
preparada uma solucéo de 2,5 mL de &gua e 0,5 mL de soluc¢éo de cha 1% com AuNPs. 0,5 mL desta
solucdo contendo nanoparticulas foi colocada dentro da cuvete e adicionou-se 2,5 mL de agua
destilada. A esta solugdo foi adicionado 0,1 mL da solugdo (3 x 10? M) de hexacianoferrato(lll) e
finalmente 50 pL da solug&o 0,1 M de NaBH,. O espectro de absor¢édo de UV-Vis foi registado de 200

a 700 nm e em intervalos de 2 min.

I11.2.6— DEGRADAGCAO DE CORANTES, EM MEIO AQUOSO

A degradacdo de corantes foi estudada para dois compostos diferentes, o alaranjado e de
metilo e o azul metileno. Esta foi testada por dois métodos distintos, onde um envolve exposicéo a luz
solar e o outro, exposicao a radiacéo ultravioleta (UV).

Pretendeu-se estudar o efeito das AgNPs na degradacdo dos dois pigmentos, através da
observacdo da sua acdo na presenca e na auséncia do agente oxidante (H,O,). Em ambos os
métodos foram estudadas diferentes solu¢des aquosas, com 0s dois corantes, nas quais se adicionou
apenas cha 1% (sem AgNPs), cha com AgNPs ou H,0,, ou a mistura de cha com AgNPs e H,0,.

Os ensaios foram efetuados num volume de 3,1 mL onde se adicionou 300 pL da solugéo
1,2x10"* M de pigmento e 100 pL de chad com ou sem AgNPs ou de H,0, (30%). Para os ensaios em
que se utilizou mistura de cha com AgNPs e agente oxidante, foram utilizadas quantidades equitativas
(50 pL) de cada.

Os ensaios com radiacdo UV foram efetuados através de varrimentos sucessivos, no
espectrofotometro de UV-Vis, durante 5 minutos, em que, posteriormente, os scans foram
sobrepostos para verificar a degradacéo conseguida.

Para os ensaios a luz solar, as solugBes efetuadas foram iguais as dos ensaios UV, mas
estas foram expostas a luz solar durante aproximadamente 5 horas. Para o pigmento azul metileno,

foram ainda efetuados estudos onde se variou o racio da mistura catalisador (AgNPs) e agente
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redutor (H,0,), adicionando maiores quantidades de um ou do outro composto (20 pL de cha 1% com
AgNPs e 80 pL de H,0, e o inverso, 80 uL de cha 1% com AgNPs e 20 uL de H,0,).

[1.2.7— CONDENSACAO DE KNOEVENAGEL

A reacdo catalitica de condensacdo de Knoevenagel é realizada através da mistura de um
aldeido, malononitrilo e catalisador. Nos estudos efetuados utilizaram-se o benzaldeido e o
2-hidrobenzaldeido. Foram adicionadas 5 mmol do aldeido e 5 mmol de malononitrilo a 2,5 mL da
solucdo de extrato de cha Tetley 1% com AgNPs. A reacéo foi estudada, com agitacdo, na presenca
e na auséncia de irradiacédo da luz visivel e para valores de pH de 7 ou 1. Apés o término da reacao,
os produtos foram analisados por RMN.

[11.2.8— ESTUDOS BIOLOGICOS — LIGACAO DAS NANOPARTICULAS A ESTRUTURA DO ADN

Foi preparada uma solucéo de 1 mg de ADN de timo de vitela (calf thymus DNA, CT-DNA)
em 1 mL de uma solugcdo tampéo de tris-HCI-NaCl (pH=7,5). Para ajudar & dissolu¢do do ADN na
solucdo recorreu-se a técnica de ultrassons. Preparou-se uma solu¢do com 200 pL da solucao
anterior e 2,8 mL da dita solu¢éo tampéao, que foi analisada por UV-Vis, de onde foi possivel retirar a
informacao necessaria para o calculo da concentracdo do ADN nessa solucao (referida como OS) e
para a determinac@o da sua pureza. A concentragdo de ADN na solugcdo OS é de 3,66 x 10*M e

verificou-se que o ADN se encontrava puro.**°

111.2.8.1- Andlise por Espectroscopia de UV-Vis

A concentragdo do CT-DNA foi determinado através da sua intensidade de absor¢éo ao
comprimento de onda de 260 nm com um valor de £ de 6600 M™ cm™, pelo método descrito

anteriormente.**°

Para os ensaios da ligagdo do ADN as nanoparticulas, recorreu-se a técnica de
espectroscopia de UV-Vis, onde inicialmente se adicionou na cuvete 50 pL da solucdo de extrato 1%
do cha 1 (Tetley) com nanoparticulas (de ouro ou de prata) e 2,95 mL da solugdo tamp&o. Apds o
scan desta solucao, foram-se adicionando tomas de 40 pL da solugdo OS, em ambas as células, de
amostra e de referéncia, até se atingir o ponto de saturacao (técnica de titulacédo), observado pela
sobreposi¢éo dos scans para cada adi¢ao.

A constante de ligacdo Ky intrinseca foi determinada a partir dos dados espectrais obtidos,

utilizando a seguinte equacao: ™

1/2
_(b%-2Kp*Ct[ADN] /

Ea—é‘f _ N

Ep—Ef - 2KpCy

(26)
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_ 1+KpC+Kp [ADN]
2S

b

(27)

Onde [ADN] é a concentracdo de CT-DNA, ¢, é o coeficiente de extingdo aparente do composto
na presenca de uma certa quantidade de CT-DNA, & é o coeficiente de extincgdo do composto
(nanoparticulas) livre, &, é o coeficiente de extin¢éo final do composto ligado ao DNA, na sua méaxima
extensao, K, € a constante de equilibrio da ligagdo em M? C éa concentracao total do composto e s
€ o parametro de ajuste, que fornece uma estimativa do tamanho do local de ligacdo, nas pares de

bases. A analise de ajuste nado-linear, foi realizada usando o software Origin Lab, verséo 6.1.

[11.2.8.2— Andlise por Espectroscopia de Fluorescéncia

O método de espectroscopia de fluorescéncia foi efetuado, utilizando brometo de etidio (BE)
como referéncia, de modo a ser possivel determinar as propriedades da ligacdo ao DNA das AgNPs,
numa solucdo tampéo de 5 mM Tris HCI/50 mM NaCl, pH=7,5.

Foi preparada uma solucdo contendo 200 pL da solugdo OS e 2,8 mL da solugcdo tampao.
Apés o scan desta solucdo adicionou-se 8 pL do composto BE e efectuou-se um novo scan.
Posteriormente foram adicionadas tomas de 5 pL de uma solugdo 1 mM de extrato de cha com
nanoparticulas de ouro ou prata, até se atingir o ponto de saturagdo, que é observado pela
sobreposigdo dos scans apos cada adigdo. A intensidade de fluorescéncia do BE a 605 nm, com um
comprimento de onda de excitacdo de 510 nm, foi medida para diferentes concentrac6es de AgNPs.

Foi observada uma reducdo na intensidade de emissdo, com a adicdo das AgNPs. A
tendéncia de ligacéo relativa (K;) das AgNPs ao CT-DNA foi determinada a partir do declive da

representacdo grafica da intensidade de fluorescéncia vs. concentragdo AgNPs. A constante de

Bl

ligagéo aparente (kqpp) foi calculada usando a equagéo KEK—BE] onde a concentragdo do composto foi
1

o0 valor da reducdo de 50% da intensidade de fluorescéncia de BE e Kgz = 1,0 x10" Mt
([BE] = 3,3 uM).**®

[11.2.8.3— Medic¢Oes de Viscosidade

As medicbes de viscosidade foram realizadas utilizando um viscosimetro da marca Ubbelodhe
mantendo a temperatura constante de 25,0 £ 0,1 °C, num banho termostatico. As amostras de ADN

de aproximadamente 200 bp (pares de bases) de comprimento foram preparadas por ultrassons, de

154

forma a tentar reduzir a complexidade do ADN que deriva da sua flexibilidade.”™ O caudal foi medido

com um crondmetro digital e cada amostra foi testada trés vezes, de modo a se calcular o tempo

13

médio. Os dados foram apresentados como (7/no)"~ vs razéo de ligacéo,**® n € a viscosidade de ADN

na presenca de AgNPs e 7, é a viscosidade de ADN livre.
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[11.2.9— ESTUDOS BIOLOGICOS — LIGACAO DAS NANOPARTICULAS A PROTEINAS

Foi preparada uma solucdo de 1 mg da proteina BSA (albumina do soro bovino) em 1 mL de
uma solucdo tampdo 5 mM Tris HCI/50 mM NacCl (pH=7,5). Preparou-se uma solu¢do com 50 pL da
solucado anterior e 2,95 mL da solucdo tampéo ( [BSA] = 1,5 x 10'2M). ApOs o scan da solugdo anterior
procedeu-se a adicdo de tomas de 10 pL de uma solugdo 1 mM de extrato 1% de cha 1 com
nanoparticulas de ouro ou de prata. Os estudos foram efetuados aos comprimentos de onda de
excitacdo e emissao da BSA de 280 e ~ 348 nm. Os estudos espectrais de fluorescéncia sincrona
foram realizados a dois valores distintos de AA (diferenca entre o Aex e Aem de BSA), sendo estes 15

e 60 nm, utilizando uma concentracdo semelhante de BSA e dos outros compostos.
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IV— CONCLUSOES
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O trabalho experimental realizado teve como objetivo sintetizar nanoparticulas (NPs) de Au e
Ag por uma via ecologica, utilizando diferentes extratos de cha com especial relevancia para o cha
preto. O polifendis e os flavondides presentes na composicdo do cha desempenham funcdes de
agente redutor e estabilizante.

Foram estudadas as dimensbes e a morfologia das nanoparticulas obtidas a partir de
diferentes tipos de cha e foi também estudada a influéncia da concentracéo de cha, na sua atividade
catalitica.

Foram utilizadas diferentes técnicas de caracterizagdo, nomeadamente as técnicas SEM e
TEM, para observar a superficie das nanoparticulas e determinar o seu didmetro e forma. Por XRD foi
possivel atribuir uma estrutura cristalina as AuNPs e as AgNPs e foi também possivel concluir sobre a
sua pureza. A espectroscopia de UV-Vis foi também utilizada na caracterizagdo das NPs, funcionando
como uma técnica expedita para confirmar a formacgao das NPs, através do aparecimento da banda
SPR caracteristica, bem como indicar acerca do seu tamanho e dispersdo em solu¢édo. Realizaram-se
estudos de estabilidade dos extratos de chd com as NPs e concluiu-se que as solu¢cdes mantém a
sua estabilidade pelo menos durante 3 semanas, sem a presenca de agentes estabilizantes
adicionais.

Foi avaliada a atividade catalitica das NPs em diferentes sistemas cataliticos, homeadamente
na reducdo de uma grande variedade de compostos nitro e na reducéo do hexacianoferrato. Todas as
NPs produzidas foram testadas na rea¢do modelo, reducdo do 4-nitrofenol, de modo a ser possivel
avaliar uma possivel aplicacdo noutras reacdes de reducdo. As AgNPs, foram ainda estudadas na
oxidacdo de corantes e na condensacdo de Knoeveganel de aldeidos. Para além de estudos
cataliticos foram realizados estudos biolégicos, sendo avaliada a capacidade das NPs se ligarem ao
ADN e aproteinas, com vista a possiveis aplica¢des biolégicas.

Demonstrou-se que é possivel sintetizar, com sucesso, NPs de Au e Ag, utilizando diferentes
extratos de chd como agente redutor e estabilizante. Foi verificado que diferentes extratos de cha
originam particulas com diferentes tamanhos e formas. Também foi testada a influéncia da utilizagao
de diferentes métodos de sintese, nomeadamente o recurso a irradiacdo por microondas ou
ultrassons, na producgdo de AgNPs.

Para os estudos cataliticos de reducdo de compostos nitro, realizados na presenca de
AgNPs, concluiu-se que as AgNPs produzidas recorrendo a irradiacdo microondas a 35 °C (com o
extrato de cha 1) sdo as mais ativas.

Relativamente ao sistema catalitico envolvendo AuNPs, verificou-se que as NPs obtidas a
partir de extrato de cha 1 a 1% foram as mais ativas e inclusive verificou-se que a conversao dos
compostos nitro é feita com a necessidade de menos tempo de reagdo quando comparado com
outros resultados reportados. De notar que para 0 mesmo sistema catalitico, as AUNPs mostraram-se
bem mais reativas que a AgNPs, obtendo-se conversfes maiores com menor tempo de reacéo.

A aplicacdo de AgNPs na oxidacédo de pigmentos nao foi bem sucedida, possivelmente pela
acdo do cha que também possui propriedades corantes e redutoras. Assim, mais estudos teriam de
ser realizados, utilizando nomeadamente extratos de chad com propriedades oxidantes, ou outro

composto natural, para a sintese das nanoparticulas, ndo corante e oxidante.



124 Conclusbes

Para a condensacédo de Knoeveganel, ndo se verificou a reacdo expectavel possivelmente
porque as condi¢cdes mais favoraveis para esta reagdo, com base na literatura® s&o condi¢cdes muito
acidas, pH entre 1 ou 2, pelo que se conclui que nestas as nanoparticulas testadas sao inativas,
possivelmente pela destruicao dos produtos naturais que o cha contem e consequente aglomeracéo e
desativacdo das nanoparticulas metdlicas presentes nesse tipo de solucao.

Foram realizados estudos bioldgicos em que foi estudada a interacdo das nanoparticulas
sintetizadas com o ADN, tendo-se obtido resultados similares para ambas as nanoparticulas
metalicas testadas. Os resultados revelaram que a interagdo entre estes compostos é eficaz e que
ocorre através do modo de intercalagéo.

Também foi estudada a ligagdo das NPs (AuNPs e AgNPs) com proteinas (moléculas de
BSA), onde os resultados experimentais mostram que estas se ligam as moléculas de BSA,
extinguindo eficientemente a sua fluorescéncia através de um mecanismo de extingdo estatico. Os
resultados experimentais sugerem ainda que a ligacdo efetuada é moderadamente forte e indicam a
existéncia de um Unico local de ligacdo. Foi possivel concluir também, por espectroscopia de
fluorescéncia sincrona, que ambas as NPs estudadas apresentam igual acessibilidade aos residuos
de Trp e Tir da molécula de BSA.
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A utilizacdo de nanoparticulas metdlicas produzidas por extratos naturais, ainda se encontra
relativamente pouco explorada, em diferentes areas da Quimica e da Fisica. De referir que todos os
processos implementados deveriam apresentar uma elevada consciéncia ambiental, beneficiando as
metodologias mais verdes. Nesse sentido, 0 método proposto no presente trabalho, pode ser
explorado de forma a ser inserido ou a otimizar processos de algumas aplicacdes industriais e
comerciais.

Como perspetivas futuras, uma area de interesse sera o teste de solugdes contendo
nanoparticulas metalicas em permutadores de calor, de modo a tentar melhorar a sua eficacia, no
processo de transferéncia de calor. Para esta aplicacdo, ter-se-ia de se proceder a estudos de
caracterizacdo termofisicos e termodindmicos, de modo a avaliar a capacidade real de permuta de
calor das solugbes, contendo nanoparticulas metélicas. Estudos realizados por outros autores que
utilizam nanoparticulas de prata e permutadores de fluxo linear demonstram um aumento da
eficiéncia de transferéncia de calor devido & presenca de um metal com elevada condutibilidade
térmica.™®

Em termos cataliticos, a aplicacdo das AuNPs est4d a ser desenvolvida com bastante
sucesso™ e a sua aplicacdo em reacdes cataliticas de interesse industrial, ainda esta a ser
estudada. Assim, particulas de tamanho nanométrico produzidas pelo método como o estudado no
presente trabalho, podem ser vantajosas neste tipo de aplicacdo, uma vez que a sua producao é feita
de um modo ambientalmente consciente.

A aplicacdo de AuNPs em campos da Fisica como células solares, € outra area de interesse
a ser testada, ja que as nanoparticulas tém uma area superficial muito elevada, tornando-as
potencialmente mais eficientes.

Para concluir, relativamente as AuNPs, a sua aplicacdo na &rea da medicina tem demonstrado a
sua importancia no tratamento de doencas, como o cancro, Alzheimer ou Parkinson.*8%%1¢

No caso das AgNPs, a sua aplicagdo em reacdes cataliticas de reducdo, oxidagdo e
condensagfes ainda se encontra em desenvolvimento. A utilizacdo de processos com origem natural,
na sintese de nanoparticulas metélicas, com potencial catalitico € uma area dentro da catalise que s6
agora se esta a comecgar a desenvolver, pelo que os estudos iniciados com este trabalho
potencialmente, no futuro, podem resultar em novas aplicacdes cataliticas.

A prata é conhecida pela sua acao anti-bacteriana, pelo que estudos com nanoparticulas
desenvolvidas por processos nao toxicos sao, num futuro préximo, uma abordagem complementar
aos estudos médicos e farmacoldgicos que usualmente sdo desenvolvidos no combate e doencas
degenerativas.

Para terminar, para além das potenciais aplicacdes com os metais estudados, existem
inUmeras aplicagbes que podem ser estudadas, inclusivamente as referidas nestes trabalhos, com
nanoparticulas produzidas com outros metais, nomeadamente ferro e cobre. Estes metais
apresentam outras caracteristicas e propriedades muito interessantes, relativamente ao ouro ou a

prata, que os tornam extremamente atrativos para outras aplicacées.
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No decorrer deste trabalhar foi possivel a sua divulgacdo através de comunicacdes em
Encontros Cientificos e publicadas em livros de resumo, quer através de comunicacdes orais ou por

painel. Encontram-se também em fase de submisséo 3 artigos cientificos.
PUBLICACOES EM REVISTAS CIENTIFICAS SUJEITAS A AVALIACAO PREVIA

Alegria, E.C.B.A.; Ribeiro, A.P.C.; Mendes, M.; Pombeiro, A.J.L. “Green synthesis of gold
nanoparticles using tea extracts in aqueous solution and their application in catalytic reductions of

aromatic nitro compounds”, Environ. Sci. Technol., submitted.

Ribeiro, A.P.C.; Anbu S.; Alegria, E.C.B.A; Mendes, M.; Silva, M.F.C.G.; Pombeiro, AJ.L;
“Biosynthesis of Silver Nanoparticles by Microwave and Ultrasonic methods in Aqueous Media and

applications in DNA, BSA binding and nitrophenol reduction catalysis”, to be submitted.

Alegria, E.C.B.A.; Anbu, S.; Ravishankaran, R.; Ribeiro, A.P.C.; Mendes, M.; Silva, M.F.C.G Anjali A.
Karande, A.A.; Pombeiro, A.J.L. “DNA, BSA binding, cytotoxicity, electrochemical studies and catalytic
application in the reductions of hexacycanoferrate(lll) of gold nanoparticles produced in tea”, to be
submitted.

COMUNICACOES ORAIS

Mendes, M.; Ribeiro, A.P.C.; Alegria, E.C.B.A.; Pombeiro, “Green Synthesis of Gold Nanoparticles
and Catalytic Properties for the Reduction of Aromatic Nitro Compounds”, 2nd EuCheMS Congress on
Green and Sustainable Chemistry, Faculty of Sciences and Technology of the Nova University of
Lisbon, October 4-7 2015, Lisbon, Portugal. 020-2

COMUNICACOES POR PAINEL

Alegria, E.C.B.A.; Domingos, C.; Mendes, Pombeiro, A.J.L., Rhenium(lll)-based scorpionate
complexes in the Baeyer-Villiger oxidation of ketones: An electrochemical approach”, 20™ Meeting of
the Portuguese Electrochemical Society, Universidade do Minho, October 21-23, 2015, Braga,

Portugal.

Mendes, M.; Anbu, S.; Alegria, E.C.B.A.; Ribeiro, A.P.C.; Pombeiro, A.J.L., Biosynthesis of silver
nanoparticles using aqueous tea extracts and applications in DNA, BSA binding and nitro compounds
reduction catalysis, 2nd EuCheMS Congress on Green and Sustainable Chemistry, Faculty of

Sciences and Technology of the Nova University of Lisbon, October 4-7 2015, Lisbon, Portugal. P87

Mendes, M.; Ribeiro, A.P.C.; Alegria, E.C.B.A.; Pombeiro, A.J.L. “Green synthesis of gold
nanoparticles using tea extracts”, Forum de Engenharia Quimica e Bioldgica, Instituto Superior de
Engenharia de Lisboa, May 27-29, 2015, Lisbon, Portugal. P17
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VIII.1 — ANEXO A
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Figura | - Andlise EDS aos extratos de cha 1 e 2 de diferentes concentragfes, com AuNPs formadas.
a) 10% AuNPs (cha 1); b) 10% AuNPs (cha 2).
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Figura Il - Espectro UV-Vis da reaccdo de reducdo do 4-NF catalisada por AuNPs e utilizando

diferentes agentes redutores. a) acido ascorbico, b) Cloreto de amoénio, ¢) Trietilsilano, d) D-glucose.
Condicdes reaccionais: [AUNPs] = 4,3x10”° M; [4-NF] = 3,8x10™° M; [agente redutor] = 1,6x10° M.
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VIII.3- ANEXO C
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Figura Il - Espectro UV-Vis da reaccdo de reducdo da 4-NA catalisada por AuNPs e utilizando

diferentes agentes redutores. a) hidrazina, b) D-glucose. Condi¢Bes reaccionais: [AuNPs] =

4,3x10™ M; [4-NA] = 3,8x10° M; [agente redutor] = 1,6x10 M.
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VIIl.4— ANEXO D
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Figura IV - Espectros de UV-Vis das bandas das AgNPs formadas através de diferentes métodos e

utilizando a) cha 3, b) cha 4, c) cha5 e d) cha 6.
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VIIL.5- ANEXO E
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11 Normal
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Figura V — Imagens de TEM e SEM das AgNPs sintetizadas por diferentes chas e por diferentes

metodologias.

* as amostras quando analisadas por TEM apresentaram aglomerados com tamanhos superiores a

100 nm, impossibilitando a determinacdo do seu tamanho, por esta técnica.
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VIIl.6—= ANEXO F
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Figura VI - Reducdo do 4-NF na presenca de AgNPs sintetizadas pelo método MW, por diferentes
extratos de cha: a) Cha 2; b) Cha 3; c¢) Cha 6. Condi¢des reacionais: [AgNPs] = 4,3x10° M;
[4-NF] = 3,8x10°° M; [NaBH,] = 1,6x10°° M.
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Figura VII - Reducao do 4-NF na presenca de AgNPs sintetizadas pelo método US por diferentes
extratos de cha: a) Cha 3; b) Cha 4; c) Cha 6. Condicdes reacionais: [AgNPs] = 4,3x10™° M; [4-NF] =
3,8x10°° M; [NaBH,] = 1,6x10° M.
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VIII.7— ANEXO G
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Figura VIII - Redugdo da 3-NA catalisada por 1% AgNPs. Condicbes reacionais:

[AgNPs] = 4,3x10° M; [3-NA] = 3,8x10° M; [NaBH4] = 1,6x10° M. a) Absorvancia a 380 nm vs.

tempo de reacéo.
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VIII.8= ANEXO H
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Figura IX - Estudos da degradacéo do corante azul metileno, com irradiagdo UV e luz visivel, para
variagdes do racio de extrato de cha com AgNPs/agente oxidante. a) [catalisador]= 2,65 x 10° M e
[H20,]= 5,69 x 102 Mm; b) [catalisador]= 1,06 x 10° M e [H,0,]= 0,23 M



