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RESUMO

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo promissoras para aplicacdes em materiais
eletrbnicos e biossensores. Porém, os métodos de sintese das AuNPs envolvem
substancias quimicas toxicas, com riscos ambientais e bioldgicos. Alternativamente, no
presente trabalho, investigou-se a sintese verde de AuNPs utilizando-se aminoacidos
tanto como agentes redutores dos ions de ouro, quanto como agentes estabilizadores das
superficies metélicas. Estudou-se o efeito da concentracdo dos reagentes (razao molar do
aminoacido para o precursor dos ions de ouro) e do pH do meio na sintese de
nanoparticulas. Os aminoacidos utilizados nesse estudo foram acido aspartico, arginina,
cisteina, histidina, tirosina e triptofano. As amostras foram caracterizadas por
espectroscopia de absor¢do UV-visivel, potencial zeta, espalhamento dindmico de luz
(DLS) e microscopia eletronica de transmissdo (MET). A partir das andlises das
espectroscopias UV-Vis, 0os aminoacidos que apresentaram espectros de absor¢do
promissores em termos de intensidade foram &cido aspartico, cisteina e tirosina, nas
razbes molares ([aminoacido]/[HAuUCI4]) 10, 0,25 e 0,5, respectivamente. Nas amostras
contendo os aminoacidos arginina e histidina observou-se uma menor capacidade de
reducdo dos ions de ouro, o que pode estar relacionado com o fato de serem carregados
positivamente, entre outros fatores. O triptofano também ndo apresentou bons resultados
em termos de formacdo de AuNPs, 0 que pode estar associado ao seu carater apolar e
hidrofébico. Através da obtencdo de imagens por MET e medidas de DLS foi possivel
confirmar a formac&o de AuNPs aproximadamente esféricas, com didmetros médios na
faixa entre 10 e 50 nm. A partir das analises de potencial zeta, observou-se maior
estabilidade coloidal nas amostras contendo acido aspartico, cisteina e tirosina, com
valores acima de |30 mV/|, enquanto que nas amostras contendo histidina e triptofano, os
valores foram abaixo de |30 mV/|, indicando menor estabilidade. Na tentativa de promover
uma melhoria na formacdo das nanoparticulas, realizou-se um ajuste de pH nas sinteses
com arginina, histidina e triptofano. No entanto, tais ajustes ndo levaram a melhorias
significativas em termos de absor¢do Optica, embora picos mais intensos tenham sido
observados nas sinteses com triptofano. Os resultados desse estudo revelaram que é
possivel obter AUNPs, sob certas condigdes experimentais, com base nos principios da

guimica verde, utilizando aminoacidos como estabilizadores e redutores dos ions de ouro.

Palavras-chaves: nanoparticulas; aminoacidos; sintese verde; ouro.
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ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNPs) are promising for electronic materials and biosensors
applications. However, the synthesis methods of AuNPs involve toxic chemicals, posing
environmental and biological risks. Alternatively, in the present study, green synthesis of
gold nanoparticles was investigated using amino acids both as reducing agents for gold
ions and as stabilizers of the metallic surfaces. The effect of reagent concentration (molar
ratio of amino acid to gold ion precursor) and pH of the medium on nanoparticle synthesis
was studied. The amino acids used in this study were aspartic acid, arginine, cysteine,
histidine, tyrosine and tryptophan. The samples were characterized by UV-visible
absorption spectroscopy, zeta potential, dynamic light scattering (DLS) and transmission
electron microscopy (TEM). Based on UV-Vis spectroscopy analyses, aspartic acid,
cysteine and tyrosine showed promising absorption spectra in terms of intensity at molar
ratios ([amino acid]/[HAuCl4]) of 10, 0,25 and 0,5, respectively. Samples containing
arginine and histidine exhibited lower ability to reduce gold ions, possibly due to their
positive charge, among other factors. Tryptophan also showed poor results in terms of
AuUNP formation, which may be associated with its nonpolar and hydrophobic nature.
TEM images and DLS measurements confirmed the formation of quasi-spherical gold
nanoparticles with average diameters ranging from 10 to 50 nm. Zeta potential analysis
revealed higher colloidal stability in samples containing aspartic acid, cysteine and
tyrosine, with values above |30 mV/|. In comparison, samples containing histidine and
tryptophan had zeta potentials below |30 mV|, indicating lower stability. In an attempt to
improve nanoparticle formation, pH adjustments were made to the synthesis with
arginine, histidine, and tryptophan. However, these adjustments did not lead to significant
improvements in terms of optical absorption, although more intense peaks were observed
in the syntheses with tryptophan. The results of this study revealed that it is possible to
obtain AuNPs under certain experimental conditions, based on principles of green

chemistry, using amino acids as stabilizers and reducers of gold ions.

Keywords: nanoparticles; amino acids; green synthesis; gold.
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CAPITULO 1. Introducéo

A nanotecnologia emerge como um campo promissor que integra diversas areas da ciéncia,
da engenharia e tecnologia. Os rapidos avangos cientificos nesse campo resultaram no
desenvolvimento de uma variedade de nanoestruturas funcionais, cujo tamanho
encontra-se entre 1 e 100 nandmetros. * 2

Os nanomateriais apresentam ampla aplicacdo em areas como quimica, fisica, engenharias,
eletrbnica, meio ambiente, além das areas biologicas e da satde. Atualmente, existem varios
tipos de nanomateriais, que podem ser classificados
de acordo com sua composicdo quimica, dimensbes e morfologia. Exemplos incluem o0s
nanomateriais de carbono e as nanoparticulas metalicas e semicondutoras. *

Apesar da existéncia de uma variedade de materiais nanoestruturados, as nanoparticulas
metalicas apresentam um potencial bastante atrativo devido as diversas aplica¢des tecnologicas,
facilidade de sintese e caracteristicas fisicas e quimicas peculiares.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém se destacado devido as suas propriedades unicas
de ressonancia plasménica de superficie, sintese simples, controle de tamanhos e formatos,
além das caracteristicas multifuncionais. ! 2 As AuNPs sdo nanoestruturas versateis,
relativamente inertes, biocompativeis e geralmente estaveis. Além disso, podem ser facilmente
conjugadas com diferentes moléculas, como proteinas, anticorpos, enzimas, etc. 4

As AuNPs podem ser obtidas através de diversos métodos e sob diferentes condicdes.
Entretanto, as técnicas mais tradicionais utilizadas para a obtencdo de AuNPs normalmente
envolvem agentes redutores fortes e geracdo de residuos nocivos para a salide e 0 meio
ambiente. Embora os métodos quimicos sejam a forma mais comum de sintetizar nanomateriais
metalicos, 0 emprego de reagentes toxicos como redutores e estabilizadores limita suas
aplicacdes. Além disso, essas nanoparticulas podem apresentar efeitos negativos em aplicacdes
biomédicas. °

Devido a geragdo de residuos toxicos, € de suma importancia o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes e ecologicamente sustentaveis para a producdo de AuNPs, com 0 uso
de produtos quimicos ndo tdxicos, tornando 0s processos menos prejudiciais ao meio ambiente.
Diante desse contexto e dos efeitos nocivos dos métodos de sintese tradicionais, a utilizacéo de
aminoacidos na sintese de AuNPs surge como uma abordagem promissora, oferecendo um

caminho alternativo e ecologicamente mais adequado.

16



Embora a literatura contenha uma quantidade consideravel de estudos sobre o uso de
aminoacidos na producdo de AuNPs, ha relativamente poucos trabalhos que investigam a
capacidade desses compostos de atuarem simultaneamente como agentes redutores e
estabilizadores durante o processo de sintese. Em geral, os estudos tendem a focar no uso de
biomoléculas para a estabilizacdo e funcionaliza¢do da superficie das nanoparticulas, enquanto
a reducdo dos ions de ouro ainda depende predominantemente de reagentes dos métodos mais
convencionais, como citrato de sodio e borohidreto de sodio.

Com isso, o presente trabalho buscou avaliar a utilizacdo de diferentes aminoacidos como
agentes redutores e estabilizadores para a sintese de AuNPs. Para isso, analisou-se o impacto
especifico de cada aminoacido nesse processo, avaliando suas capacidades distintas de modular
o0 tamanho, a forma e a estabilidade das AuNPs resultantes.

Este estudo teve como objetivo geral o desenvolvimento de uma metodologia simples,
rapida e ecologicamente viavel, para a sintese de AuNPs utilizando aminoacidos como agentes
redutores e estabilizadores.

Como objetivos especificos, buscou-se:

1. Testar a utilizacdo de seis aminodcidos com caracteristicas diferentes na sintese de

AUNPs e avaliar o potencial de cada um na reducdo dos ions de ouro.

2. Determinar a melhor razdo molar entre 0 aminoacido e o precursor dos ions de ouro
([Aminoacido]/[HAuCla]).

3. Caracterizar as nanoparticulas através das técnicas de espectroscopia de absor¢do no UV-
visivel, potencial zeta, espalhamento dinamico de luz (DLS) e microscopia eletrbnica de

transmissdo (MET).

4. Analisar a influéncia do ajuste de pH nas sinteses.
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CAPITULO 2. Fundamentacio Tedrica e Estado da Arte

2.1 Nanociéncia e Nanotecnologia

Entende-se como nanociéncia o estudo dos fendmenos e a manipulacdo de materiais em
escala atbmica e molecular. Nessa escala, as propriedades do material distinguem-se
consideravelmente daquelas apresentadas em dimensGes maiores. J& o conceito de
nanotecnologia esta relacionado com o controle da forma, tamanho e propriedades de materiais
em escala nanométrica, visando o design, a caracterizacdo, a producdo e a aplicacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas. °

O desenvolvimento de materiais com propriedades inovadoras e aprimoradas é a maior
motivacao da nanociéncia e nanotecnologia, o que gera impacto em praticamente todas as areas
das ciéncias fisicas, quimicas, bioldgicas e da saude, entre outros campos interdisciplinares da
ciéncia e engenharia. ’

Na escala nanométrica, novas propriedades dos materiais podem ser alcangadas devido a
grande &rea superficial em relacdo ao volume, ou seja, alta razao superficie/volume. A medida
que as dimensdes do material sdo reduzidas para a faixa nanomeétrica, a area superficial aumenta
consideravelmente. Com isso, a fracdo de atomos expostos na superficie, em relacdo ao nimero
total de atomos, se torna muito maior. Como resultado, 0s nanomateriais apresentam elevada
reatividade quimica, uma vez que os a&tomos na superficie sdo geralmente mais reativos do que
0s atomos internos, apresentando maior energia média de ligacdo. Por esta razdo, 0s
nanomateriais exibem uma significativa atividade catalitica. Além disso, devido a maior
disponibilidade de sitios ativos na superficie, diversas funcionalidades podem ser adicionadas
ao0s nanomateriais. 8 °

Além da grande area superficial, a ocorréncia de efeitos quanticos na escala nanométrica
também contribui para as propriedades distintas dos nanomateriais em compara¢do com
materiais de dimensdes maiores. Esses efeitos derivam da limitagdo do movimento dos elétrons,
conhecida como confinamento quéntico. 8°

Por abranger as mais diversas areas do conhecimento, em razdo do seu potencial
multidisciplinar, a nanotecnologia vem proporcionando um grande desenvolvimento de
produtos como medicamentos, materiais mais resistentes, avancos no diagndéstico de doengas,
descontaminacdo de agua, processamento de alimentos, armazenagem e producédo de energia,

entre outros exemplos de avangos tecnoldgicos. 10 11
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Os diversos métodos empregados para a sintese de nanoparticulas geralmente séo divididos
em dois grupos: “top-down” (de cima para baixo) ¢ “bottom-up” (de baixo para cima), COMO
esta ilustrado na Figura 1. A abordagem “top-down” consiste na fragmentag¢do do material em
sua escala macro, em unidades menores através da reducdo de tamanho, até se obter o material
nanoestruturado desejado. Tecnicas como a moagem mecénica e a ablagéo a laser sdo exemplos
de métodos que utilizam a abordagem “top-down”. Esta abordagem tem sido, por décadas, o
método mais utilizado pela industria de semicondutores para a producao de microeletrénicos e
outros dispositivos, através da técnica litografica (fotolitografia ou litografia eletrdnica).
Exemplo disso ocorre na obtencédo de circuitos integrados a partir de um pequeno fragmento de
um substrato semicondutor, comumente chamado de "chip". 12 13 14

Na abordagem “bottom-up” ocorre o inverso. As nanoestruturas sdo formadas a partir dos
atomos e/ou moléculas individuais, por automontagem, ou seja, é considerada uma abordagem
construtiva. Com a abordagem “bottom-up”, é possivel obter tamanho e forma desejados para
as nanoparticulas, através do controle da deposicdo ou parametros reacionais. A técnica de
reducdo quimica e o processo sol-gel sdo exemplos de métodos que utilizam a abordagem

“bottom-up”, incluindo a sintese verde. 3 1415

Material
macroestruturado

WV
Material
fragritgrzltido '- '- l-
N4

DDPD
D Nanoparticulas P
DDy

D \,3

9 Aglomerados
¥ (clusters)

> )

=22+ Atomos / Moléculas

Figura 1 — Abordagens “top-down” e “bottom-up” para prepara¢io de nanoparticulas, [@datado de 4]
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A nanotecnologia tem o potencial de beneficiar diversas areas e, em razao disso, tem atraido
investimentos cada vez maiores de governos e empresas de todo o mundo. A magnitude do
investimento global em pesquisa e desenvolvimento em nanotecnologia, por parte dos 6rgaos e
agéncias de fomento, beira a ordem de bilhdes de ddlares em todo 0 mundo. Poténcias como 0s
Estados Unidos, Japao, China e Coréia do Sul lideram a lista de paises que mais investem em

programas e geram patentes em nanotecnologia. 1° 1/

2.2 Nanoparticulas Metalicas

Nanoparticulas (NPs) metélicas se destacam por apresentarem propriedades Opticas,
eletronicas e cataliticas exclusivas, despertando grande interesse cientifico. !® Essas
propriedades podem ser significativamente moduladas por meio de ajustes no tamanho ou na
forma das NPs. Portanto é possivel otimizar o desempenho das NPs para uma variedade de
aplicages. 19 20

Atualmente, os estudos das NPs metélicas tém sido voltados de forma mais aprofundada
para suas potenciais aplicacdes em dispositivos optoeletrdnicos, sensores quimicos e biolégicos
ultrassensiveis e como catalisadores em reaces quimicas e fotoquimicas. ' Devido ao seu
potencial para aplicacdes em diversas areas e a possibilidade de aprimorar ou personalizar seu
desempenho, NPs metélicas de diversos tamanhos, formas e composicdes, tém sido objeto de
intensas e promissoras pesquisas.

Na maioria das aplicacbes médicas, as NPs metalicas sdo compostas principalmente por
prata, ouro, niquel, cobalto, ferro, e alguns de seus 6xidos correspondentes (como magnetita e
ferrita de cobalto). Essas NPs podem ser sintetizadas e modificadas com produtos quimicos
funcionais que possuem grupos versateis, possibilitando sua combinacdo com diversas
moléculas, incluindo agentes terapéuticos e biomoléculas como proteinas, peptideos e DNA. °

Metais nobres, especialmente prata e ouro, tém atraido bastante atencdo de pesquisadores
em diversos ramos da ciéncia e tecnologia, como catélise, e na area médica, como agentes
anticancer e antimicrobianos. 2t As NPs de ouro exibem notavel atividade catalitica e s&o
utilizadas em uma variedade de rea¢Ges quimicas. Alem disso, também s&o utilizadas como
veiculos de entrega de medicamentos (drug delivery). NPs de prata sdo conhecidas por suas
potentes propriedades antimicrobianas e sdo amplamente empregadas em diversas aplicaces

médicas. Quando comparadas a outras NPs metalicas ou de 6xidos metalicos, as NPs de prata
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e ouro geralmente se destacam por sua estabilidade e pela possibilidade de ajuste em sua
quimica de superficie. NPs de 6xido de ferro sdo frequentemente usadas em clinicas como
agentes de contraste para ressonancia magnética. NPs de niquel podem ser utilizadas em pastas
condutoras para eletronicos, materiais para baterias, entre outras aplicagdes. ° 2! 22 23

De fato, os nanomateriais metalicos tém revolucionado diversas areas da nanociéncia. Suas
aplicacdes abrangem campos como plasmonica, catalise, eletrdnica, fotdnica, armazenamento
de informag@es, medicina, conversio de energia, cosméticos, entre outros. 2

De modo geral, a preparacdo quimica das NPs é realizada na presenca de agentes
estabilizadores que se ligam aos atomos superficiais promovendo a estabiliza¢do. Dessa forma,
0 crescimento descontrolado pode ser evitado, impedindo a agregacdo das NPs, seja por

repulséo eletrostatica ou estérica promovida pelo ligante utilizado. 8 2

2.2.1 Estabilidade coloidal

Coloides podem ser definidos como uma classe intermediaria de materiais, que se encontra
entre sistemas macroscopicos e sistemas molecularmente dispersos. Sistemas coloidais sdo
constituidos por uma fase dispersa em um meio continuo, também chamado de fase dispersante.
Aspectos cruciais a serem considerados em relacdo ao comportamento das particulas coloidais
incluem o tamanho, a forma, a area superficial e a densidade de carga superficial. 2°

Sabe-se que as particulas de um sistema disperso tendem a se associar em estruturas maiores
conhecidas como agregados. A forca de van der Waals entre particulas em uma dispersao é
geralmente atrativa e se torna especialmente forte a curtas distancias interparticulares. Assim,
na auséncia de interacdes repulsivas entre as particulas, a dispersao tende a se tornar instavel,
resultando em agregacao. 2

A utilizacdo de agentes estabilizadores permite a modificacdo das propriedades de
superficie das NPs, promovendo a estabilizacdo através das interagdes na interface particula-
liquido do sistema. A estabilidade das NPs, ou seja, a protecdo contra as forgas atrativas de van
der Waals, pode ser alcancada, basicamente, através de dois mecanismos: a estabilizagdo
eletrostatica e a estabilizacdo estérica.

As interacOes eletrostaticas desempenham um papel crucial em muitos sistemas coloidais.
A formagéo de uma carga liquida na superficie da particula afeta a distribui¢do de ions na regido
interfacial circundante, resultando em uma concentracdo maior de contra-ions (ions de carga

oposta a da particula) proximos a superficie. A carga superficial da particula, junto com o0s
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contra-ions, forma uma dupla camada elétrica (Figura 2), que pode ser dividida em camada de
Stern (uma regido interna onde os ions estdo fortemente ligados) e camada difusa (uma regido
externa e difusa, onde os ions estdo ligados de maneira mais fraca). Portanto, a dupla camada
elétrica atua como uma nuvem de ions ao redor das particulas coloidais, provocando a repulsédo
eletrostatica, 0 que consequentemente evita a agregacdao das particulas. Na camada difusa,
existe um limite tedrico dentro do qual os ions se mantém estaveis. Por exemplo, quando uma
particula se movimenta, os ions dentro desse limite movem-se com ela, mas quaisquer ions que
estejam além desse limite, ndo acompanham a particula. Este limite é chamado de plano de
cisalhamento e é nesta regido que se mede a estabilidade do sistema coloidal através do
potencial elétrico médio, conhecido como potencial-zeta ((). 1° 27 2829

A determinacdo do potencial zeta fornece uma indicacdo do potencial de estabilidade do
sistema coloidal. Valores menores, em modulo, desse potencial, podem indicar instabilidade
coloidal, o que pode levar a agregacdo das NPs. Por outro lado, valores mais altos de potencial
zeta, tanto negativos quanto positivos, indicam uma dispersdo mais estavel, sem tendéncia a

agregacdo, pois as particulas tenderdo a se repelir. 2

Dupla camada elétrica

A

. C;mada
Particula i

Camada difusa

Plano de cisalhamento

Potencial zeta

Distancia da superficie da particula

Figura 2 — Representacdo grafica da dupla camada elétrica. [adaptado de 29]
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A primeira teoria sobre estabilidade de dispersdes coloidais € conhecida como teoria DLVO
e foi proposta inicialmente de forma independente em 1941 por Derjaguin e Landau, e em 1948
por Verwey e Overbeek. Apesar desta teoria apresentar algumas falhas ao explicar
determinados aspectos da estabilidade coloidal, de uma forma geral, ela fornece uma estrutura
util que possibilita a compreensdo da estabilidade em sistemas coloidais. ° %

A teoria DLVO explica as mudangas de energia que ocorrem quando duas particulas se
aproximam. De acordo com esta teoria, a estabilidade eletrostatica das NPs é determinada pelo
balanco entre as forcas de atracdo de van der Waals e as forcas repulsivas de Coulomb
(eletrostaticas). Portanto, o potencial total de interacdo entre duas NPs é o resultado da soma
dessas forcas. Se a intensidade da forca eletrostatica repulsiva for superior a da forca atrativa
de van der Waals, as NPs permanecem estaveis, sem apresentar sinais de agregacdo, devido a
uma densidade de carga suficiente na superficie. 1° 27 28 30

Na estabilizacdo estérica, moléculas (geralmente de origem polimérica) sdo adsorvidas na
superficie das particulas, formando uma espécie de camada de protecdo ao redor delas. Essas
moléculas atuam como agentes de repulsdo fisica, impedindo mecanicamente a aproximacao
das particulas, evitando assim, a agregacdo. Os requisitos para a estabilizacdo estérica incluem
que a camada de polimero adsorvido seja densa, espessa e cubra completamente as particulas,
a fim de evitar que elas se aproximem a ponto de as forcas atrativas de van der Waals se

tornarem significativas. 1° 26

2.2.2 Ressonancia plasménica de superficie (SPR)

A ressonancia plasmonica de superficie (SPR) é um fenémeno éptico que ocorre quando a
luz (radiacdo eletromagnética) incide sobre a superficie de um metal, excitando os elétrons
livres. Esse fendbmeno envolve a oscilacdo coletiva dos elétrons na superficie do metal em
resposta a luz incidente. A medida que ocorre a interagdo com a luz, a densidade de elétrons na
particula se polariza. Com o deslocamento da nuvem eletronica, uma forca restauradora surge
da atracdo de Coulomb entre os elétrons e nucleos, resultando na oscilagdo da nuvem de elétrons
em relacdo a estrutura nuclear (Figura 3). Quando a frequéncia da luz incidente coincide com a

frequéncia natural de oscilagio dos elétrons na superficie do metal, ocorre a ressonancia. ! %
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Nanoparticulas
metalicas

Campo elétrico

Figura 3 — Oscilacéo coletiva dos elétrons na superficie de nanoparticulas metalicas. [daptado de 32}

Pesquisas envolvendo esse fendmeno comecaram com o trabalho de Michael Faraday
(1857) 23, investigando propriedades Opticas em solugBes coloidais de ouro, o que levou a
descoberta das NPs de ouro de cor vermelho-rubi, que se tornaram a base da nanotecnologia
moderna. Em 1908, o fisico alemdo Gustav Mie 3 se tornou um dos contribuintes mais
importantes ao estudo da ressonancia plasménica de superficie, ao apresentar uma resolugédo
das equacdes de Maxwell para pequenas particulas esféricas interagindo com um campo
eletromagnético. Por isso, seu trabalho foi considerado um dos grandes triunfos da fisica
classica. O trabalho de Mie continua despertando grande interesse até os dias atuais, pois
representa a Unica solucdo simples e exata para as equacdes de Maxwell, com relevancia para
as particulas. No entanto, a nanociéncia moderna, incluindo todas as suas aplicacdes, tem
apresentado novos desafios para a solugcdo de Mie, demandando novas formulagdes sobre o
tema. 3 32

Uma banda de plasmon de superficie pode ser observada no espectro de absor¢do UV-
visivel de NPs metalicas, indicando a condicdo de ressonancia. Sabe-se que, em comparacao a
outros metais, 0 ouro, a prata e o cobre exibem bandas de plasmon de superficie mais intensas,
0 que explica, em parte, juntamente com a facilidade de sintese e robustez desses materiais, 0
sucesso das NPs de ouro e prata nesse campo. %

A condi¢do de ressonancia depende de alguns fatores como morfologia, tamanho e
constantes dielétricas do metal e do meio dispersante. Conforme o tamanho ou a forma da
nanoparticula muda, a geometria da superficie se modifica, causando um deslocamento na
densidade do campo elétrico e, consequentemente, uma alteracdo na frequéncia de oscilacdo

dos elétrons. 3!
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2.2.3 Nanoparticulas de ouro (AuNPS)

Entre as NPs metélicas, as nanoparticulas de ouro (AuNPSs) séo, provavelmente, as que
possuem maior destaque devido & sua biocompatibilidade e aplicacio na satde. ¢ 3" AuNPs
possuem propriedades fisicas, quimicas e Opticas Unicas devido a sua morfologia e tamanho
(<100 nm). Além disso, podem ser sintetizadas por diferentes métodos e conjugadas com
pequenas biomoléculas. Tais caracteristicas permitem que as AUNPS possam atuar como, por
exemplo, biossensores, agentes citotoxicos e agentes de transporte de farmacos (drug
delivery). 38

Em razdo das suas propriedades fotonicas, as AuNPs despertam grande interesse para
aplicaces em materiais, bem como para 0 uso bioquimico ou biomédico. Portanto, sdo
necessarios protocolos de sintese, que fornecam formatos e tamanhos bem definidos, para as
aplicacdes das AuNPs. Existem diversas classes de rotas de sintese de AuNPs, permitindo
produtos finais com diferentes caracteristicas. Tanto o0 agente redutor dos ions metalicos, quanto
a acdo de um estabilizador sao fatores determinantes para a obtencéo das NPs e controle da sua

morfologia. 3 A Figura 4 ilustra 0 mecanismo de sintese de AuNPs.

HAuCI ° o SR %
o . .

+ —= o, —> ® @ —
Redutor o o ® @ Estabilizador
Atomos de Au Aglomerados AuNP
de Au nao estabilizada AuNP

estabilizada

Figura 4 — Mecanismo geral de sintese de AuNP. [adaptado de 40]

Estudos mostram que é possivel controlar a estabilidade dos coloides de ouro através de
diversas formas, como, por exemplo, ajustando o pH da solucdo, adicionando diferentes sais

inorgénicos, elevando a concentracgdo de eletrdlitos, alterando o meio de dispersao ou o agente
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estabilizador. No entanto, ao aplicar esses métodos para controlar a estabilidade, altera-se
consideravelmente o meio e demais caracteristicas do sistema coloidal. 4

Sabe-se que os coloides de ouro absorvem uma faixa especifica de luz devido a ressonancia
plasmonica de superficie (SPR). ** A coloracio vermelha das AuNPs de menores dimensdes é
causada por intensa absorcéo da luz em torno de 520 nm, correspondendo a frequéncia em que
a ressonancia plasmaonica ocorre com o ouro. ’ Essa absor¢do maxima (Amax) em torno de 520
nm, normalmente esta relacionada & AuNPs de didmetros de aproximadamente 20 nm. 43 44

Com o aumento do tamanho das particulas, a absorcdo maxima muda para comprimentos
de onda mais longos, fazendo com que o coloide apresente cores que tendam ao azul. *° Sabe-
se que a alteracdo da coloracéo das dispersdes coloidais de ouro de vermelha para o roxo ou
azul, é um fenébmeno resultante da agregacdo e estd relacionado as propriedades Opticas
dependentes das distancias das AuNPs. 7 46 Tal processo ocorre quando as distancias entre as
particulas sdo menores que aproximadamente o didmetro médio das mesmas. 4’

A Figura 5 ilustra a mudanca de coloracdo de uma disperséo coloidal de ouro em

decorréncia do processo de agregacdo das particulas.
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Figura 5 — Mudanca da coloracdo de uma dispersdo de AuNPs devido ao processo de agregacéo. 1
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2.2.4 Sintese de AuNPs

O processo de preparacdo quimica das AuNPs envolve duas etapas: a reducdo e a
estabilizacdo quimica da superficie das particulas. A reducdo quimica das AuNPs pode ser
realizada por varios agentes, tais como borohidretos, hidrazina, formaldeido, hidroxilamina,
acido citrico, acido oxalico, &lcoois saturados e insaturados, peréxido de hidrogénio, mondxido
de carbono, acetileno, polidis e sulfitos. A estabilizacdo de AuNPs pode ser efetuada através de
agentes como citrato de sodio, ligantes de enxofre (em particular, tiolatos), ligantes de fosforo,
ligantes & base de nitrogénio, ligantes a base de oxigénio, dendrimeros, polimeros e surfactantes
(em particular, brometo de cetiltrimetilaménio, abreviado como CTAB). ¢

De todos os métodos para a sintese de AuNPs disponiveis, 0 mais popular foi descrito por
Turkevich (1951) # e tornou-se uma espécie de protocolo padrdo para o procedimento,
utilizando citrato de s6dio como redutor e estabilizador das AuNPs. O experimento baseia-se
na adicdo de citrato de s6dio em uma solucdo de éacido tetracloroaurico (HAuCls) em
temperatura de ebulicdo. Apds alguns minutos de constante e vigorosa agitacdo, € obtida uma
dispersdo coloidal de coloracdo vermelha/vinho contendo AuNPs de tamanho médio de 20 nm.
Basicamente, o que ocorre é a redugdo dos ions de ouro por acdo do citrato, que também atua
na estabilizacdo das AuNPs, devido a sua elevada densidade de carga negativa proporcionada
pelos grupos carboxilato, evitando assim, a agregacdo. A Figura 6 ilustra o mecanismo de

sintese e estabilizacdo de AuNPs a partir do método de Turkevich.

AuNPs estabilizadas
com citrato

Figura 6 — Esquema da sintese de AUNPs através do método de Turkevich, [daptado de 50]
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O método de Turkevich foi aprimorado por Frens em 1973 %, permitindo a obtencio de
AuUNPs com uma ampla faixa de diametro (de 15 a 150 nm), através do controle da proporgao
de citrato para o ouro. Entretanto, particulas maiores que 20 nm apresentaram polidispersao.

No inicio da década de 80, foi publicado o conceituado estudo sobre o cluster de Auss
estabilizado por fosfina [Auss(PPhs)12Cls], amplamente conhecido como o “cluster de Schmid”,
que apresentava uma estreita distribuicdo de tamanho (1,4 + 0,4 nm). 36 >2

Mulvaney e Giersing °3 foram os primeiros a relatar a sintese e estabilizacio de AuUNPs com
tiolatos. Mas foi em 1994 que foi publicado o ilustre relatério do método biféasico de Brust-
Schiffrin >, sendo o primeiro método capaz de preparar AuNPs estabilizadas com tiolato
através de sintese in situ, o que lhe conferiu grande sucesso. Entre as caracteristicas que
permitiram que o método de Brust-Schiffrin tivesse um impacto tdo significativo estdo o
controle do pequeno tamanho das particulas (menores que 5 nm), a estabilidade térmica e ao
ar relativamente alta das AuUNPs preparadas através deste método, e a facilidade no mecanismo
de funcionalizacdo e modificacdo por substituicdo dos ligantes. As AuNPs preparadas atraves
deste método sdo reduzidas a partir da acdo do borohidreto de sodio (NaBH4) na presenca de
ligantes de enxofre e em solvente organico, produzindo ligacGes relativamente fortes de Au-S.
Quando comparado ao método de Turkevich, 0 método de Brust-Schiffrin mostrou-se capaz de
produzir AuNPs com tamanhos bem menores. A razao disto é a forca do agente redutor utilizado
no método de Brust-Schiffrin, que é muito maior que a do citrato usado no método de
Turkevich, e a taxa de reacdo que € muito maior na sintese de AuNPs usando o NaBH.. Na
ultima década, os métodos citados passaram por diversos aprimoramentos, possibilitando
assim, algumas aplicacGes promissoras. Ligantes a base de oxigénio e nitrogénio contendo
grupos eletronegativos, como grupos amina (ou amino), carboxila, carbonila e fenol, também

s&o opcoes para se utilizar na sintese de AuNPs. ¢

2.2.5 Cinética de formacédo das nanoparticulas

Para se alcancar um elevado controle de tamanho, distribuicdo de tamanho e forma na
sintese de NPs monodispersas, & imprescindivel o dominio das teorias de nucleagdo e
crescimento das particulas. A teoria de LaMer >° é conhecida na literatura por explicar os
fundamentos de sintese e discutir o mecanismo de nucleacédo e de crescimento na formacéo de

particulas coloidais. Segundo os estudos de LaMer, a premissa basica da formagcao de particulas
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coloidais monodispersas consiste principalmente na divisdo entre as seguintes fases:
primeiramente uma rapida nucleacéo e posteriormente, o crescimento das particulas, sendo que,
durante a etapa de crescimento deve ser evitada a iniciacdo de novos processos de nucleacéo.
Com isso, muitos ndcleos sdo gerados quase simultaneamente, e esses nucleos comecam a
crescer sem nucleacdo adicional. Isso permite que as particulas tenham historicos de
crescimento quase idénticos e, portanto, apresentem os mesmos tamanhos. Caso contrario, se a
nucleacdo ocorrer ao longo do processo de formacéo das particulas, os historicos de crescimento
das particulas se tornam muito diferentes uns dos outros e, consequentemente, o controle da
distribuicdo de tamanho se torna muito dificil. Para a obtencdo da homogeneidade na
distribuicdo de tamanho, a dindmica dos fendbmenos de nucleacdo e crescimento deve ser
minuciosamente controlada, pois a tendéncia é que os nucleos sejam formados em momentos
diferentes da sintese, apresentando ao final tamanhos variados. Uma das formas de se alcancar
a uniformidade das particulas é através do controle da concentracdo inicial do mondémero
precursor. >¢ %7

De acordo com o modelo de LaMer, 0 processo se inicia com o aumento da concentragdo
dos mondmeros, como é representado na Figura 7 pela fase 1. Nesta primeira fase, a barreira de
energia para nucleac&o é consideravelmente alta. A fase 11 é conhecida como etapa da nucleacéo
e se inicia ap6s a concentracdo dos mondmeros na etapa anterior atingir um certo patamar de
concentracdo, a supersaturacdo critica (Sc). Nesta etapa, o grau de supersaturacdo € alto o
suficiente para superar a barreira de energia para a nucleacdo, resultando na formacdo e
acumulacdo de nucleos estaveis. Com isso, muitos nicleos sdo formados num periodo muito
curto de tempo. Como a taxa de consumo de mondmeros excede a taxa de fornecimento, a
concentracdo de mondmeros é reduzida até atingir o nivel no qual a taxa liquida de nucleacéo
(o numero de ndcleos formados por unidade de tempo) é zero. Abaixo desse nivel, o sistema
entra na fase de crescimento (fase I11), na qual a nucleacdo € efetivamente interrompida e as

particulas continuam a crescer enquanto a soluc&o estiver em condigdes supersaturadas. > ¢ 57
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Figura 7 — Mecanismo de formag&o de nanoparticulas monodispersas com base na classica abordagem
de LaMer. [adaptado de 56]

A abordagem de LaMer é uma das mais conhecidas e amplamente citadas na literatura,
devido a relevancia da sua contribuicdo. O mecanismo proposto, ou seja, a separagdo temporal
da nucleacdo (formacdo simultanea dos nucleos) e do crescimento dos nicleos, desempenha
um papel fundamental na obtencao de particulas monodispersas. 2° % %

Além da variacdo da concentracdo inicial do precursor, outra maneira de controlar os
mecanismos de nucleacdo e crescimento é a aplicacdo de um agente passivador, que evita 0
crescimento descontrolado dos nucleos formados e previne a aglomeracdo das NPs.

Nesse contexto, vale detalhar um pouco mais o processo com foco na cinética de formacéo
das AuNPs. A sintese se da inicialmente a partir da redugdo dos ions Au®>" a Au® elevando a
concentragéo dos atomos Au® até alcancar a saturacdo. Em seguida, os nicleos sdo formados
devido & ocorréncia de colisdes entre atomos Au®. Apds a nucleagéo, atomos de ouro se ligam
a superficie dos nucleos formados anteriormente, promovendo o crescimento das AuNPs. Para

controlar o crescimento das NPs, adicionam-se estabilizantes.
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2.3 Sintese Verde de Nanoparticulas Metalicas

O desenvolvimento de metodologias eficientes para a sintese de NPs metélicas, alinhadas
aos principios da quimica verde, tem sido um grande foco entre os pesquisadores nos ultimos
anos. Basicamente, o conceito de quimica verde esta relacionado com o desenvolvimento de
produtos e processos quimicos que reduzam ou eliminem o uso e a geracdo de substancias
perigosas. ° *° Atualmente, a maioria dos métodos utilizados na sintese e modificacdo da
superficie das NPs metalicas envolve o uso de substancias quimicas toxicas e perigosas, que
podem representar potenciais riscos ambientais e bioldgicos. Além da geracdo de residuos
nocivos para a saude e 0 meio ambiente, a utilizacdo dessas substancias toxicas resulta em um
elevado consumo de energia em rotas geralmente complexas e com multiplos passos. Por esta
razdo, torna-se cada vez mais necessaria a substituicdo das metodologias tradicionais de
obtencdo de NPs metalicas por protocolos de sintese que ndo envolvam produtos quimicos
toxicos. Uma alternativa promissora é o uso de diversos recursos bioldgicos disponiveis na
natureza por meio da chamada sintese verde. Sintese verde é o termo usado para descrever as
rotas que utilizam produtos quimicos relativamente atoxicos, biodegradaveis e de baixo custo
para a producdo de nanomateriais. Nessas sinteses, a fonte priméria ou iniciador do processo
possui origem bioldgica, como biomoléculas. 46 ¢ 61

No contexto atual, de crescente preocupacdo com questdes relacionadas a sustentabilidade,
a nanotecnologia verde representa uma rota alternativa, ao utilizar metodologias e materiais que
possibilitam a geracdo de produtos com impacto ambiental reduzido, além de ganhos
econdmicos e sociais atrelados. A aplicacao de biomoléculas ou metabd6litos em rotas de sintese
verde de NPs metélicas pode representar boas oportunidades, pois estes materiais, quando
nanoestruturados, revelam novas caracteristicas que permitem uma variedade de aplicacdes
inovadoras, aléem de apresentar, em geral, caracteristicas desejaveis no que diz respeito a
biodegradabilidade e a biocompatibilidade. ¢

De uma forma geral, a sintese verde de NPs metélicas envolve a reducdo quimica de sais
metalicos na presenca de um agente redutor, que muitas vezes também atua como agente
estabilizante, revestindo as NPs durante o processo. Diversas biomoléculas podem
desempenhar o papel de agentes redutores em rotas de sintese verde, incluindo polissacarideos,
vitaminas, acidos nucleicos, proteinas, peptideos e aminoacidos. *°

Estudos mostram que AuNPs podem ser sintetizadas usando o polissacarideo heparina
como agente redutor e estabilizante. Kemp et al. (2009) 2 relataram o uso de heparina para

obter AuNPs, resultando em particulas estaveis e com distribuicdo de tamanho uniforme.
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Conhecida por sua agdo anticoagulante, a heparina mantém sua atividade mesmo quando
conjugada ao ouro. As AuNPs sintetizadas com heparina também demonstraram propriedades
anti-inflamatorias, tornando-as bastante uteis em diversas aplicacfes bioldgicas e biomédicas.
Rodriguez-Torres et al. (2014) % descreveram que a reducéo dos ions de ouro pela heparina,
com irradiagdo UV como catalisador, ¢ um método simples e econbémico, com
biofuncionalizagdo direta dos produtos. Além disso, o trabalho de Kim et al. (2013) ®* constatou
gue AuNPs sintetizadas com heparina apresentaram uma melhoria na atividade anticoagulante,
demonstrando seu promissor potencial para aplica¢fes farmacéuticas e biomédicas.

O é&cido ascorbico (vitamina C) é amplamente reconhecido por suas propriedades
antioxidantes, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e alta solubilidade em
agua. Devido a essas caracteristicas, o acido ascorbico € empregado na sintese de NPs
metalicas. % Tyagi et al. (2011) % relataram que as AuNPs sintetizadas usando o acido
ascérbico tém uma distribuicdo de tamanho estreita e podem ser facilmente estabilizadas apenas
ajustando as condigdes iniciais de pH do meio reacional. No estudo de Nadagouda e Varma
(2006) %€, a riboflavina (vitamina B2) foi utilizada como agente redutor e estabilizante para a
formacéo de nanoesferas, nanofios e nanobastdes de ouro, a temperatura ambiente.

Estudos demonstraram que acidos nucleicos (DNA e RNA) e suas unidades estruturais, 0s
nucleotideos, sdo capazes de modular o tamanho e propriedades fisico-quimicas das NPs
metalicas. Kunoh et al. (2018) " descreveram o uso de acidos nucleicos para a redugéo dos ions
de ouro, resultando na formacdo de AuNPs esféricas, em condi¢cdes ambientais, sem a
necessidade de produtos quimicos ou tratamentos fisicos adicionais.

Goswami, Saha e Pal (2011) ®8 relataram um método de sintese utilizando proteinas para
preparar AUNPs. Observou-se que a nucleacdo das NPs em ambientes proteicos, resultado da
transferéncia de elétrons da proteina para os ions metéalicos, é dependente da temperatura de
fusdo da proteina. Constatou-se que 0 tempo necessario para iniciar a nucleacdo (tempo de
inducdo) pode aumentar conforme a temperatura de fusdo da proteina aumenta, sugerindo que
baixas temperaturas de fusdo podem ser importantes para o processo de nucleacdo e
crescimento das NPs.

Tan, Lee e Wang (2010) ® descreveram o uso de peptideos como agentes redutores na
formagéo de NPs metélicas. De acordo com esse estudo, a capacidade redutora de um peptideo
depende da presenca de certos residuos de aminoacidos redutores. Em seu estudo, Otari et al.
(2016) " relataram que o peptideo antimicrobiano nisina atuou como agente redutor para formar
AUNPs. Altas temperaturas foram aplicadas para facilitar a reagéo de reducdo, permitindo que

0 peptideo convertesse Au®* em Au® em apenas 15 minutos. Por ser um peptideo altamente
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termoestavel, a nisina manteve sua atividade antimicrobiana mesmo apés a sintese. As AuNPs
obtidas apresentaram formato esférico e didmetro inferior a 25 nm.

Os aminodcidos, constituintes das proteinas, sdo amplamente conhecidos por se ligarem as
AuNPs. "t Diversos estudos recentes tém explorado uma variedade de compostos com a
funcionalidade amina para serem utilizados na sintese de nanomateriais, incluindo aminas

primarias simples, aminas aromaticas e aminoacidos. *°

2.3.1 Aminoécidos

Os aminoAcidos sdo as unidades estruturais fundamentais que compdem as proteinas. "2
Existem vinte tipos diferentes de aminoacidos que sdo comumente encontrados nas proteinas.
Todos esses aminoacidos sao classificados como a-aminoacidos, pois, com excec¢do da prolina,
possuem um grupo carboxila (-COOH) e um grupo amino primario (-NHz) ligados ao mesmo
atomo de carbono (o carbono a) (Figura 8). O que diferencia um aminoécido do outro sdo suas
cadeias laterais (ou grupos R), que variam em estrutura, tamanho e carga elétrica, e que
influenciam a solubilidade dos aminoacidos em &agua. "®> A ampla variacio dessas cadeias
laterais é o que proporciona as proteinas sua grande diversidade estrutural e, consequentemente,

sua grande diversidade funcional.

HaN—C—COOH

R
|
|
H

Figura 8 — Estrutura geral dos aminoacidos.
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Devido a presenca de quatro substituintes diferentes (um grupo carboxila, um grupo amino,

um grupo R e um atomo de hidrogénio), o &tomo de carbono a dos aminoacidos comuns (exceto

a glicina) é considerado assimétrico, ou seja, um centro quiral. Os aminoacidos com um centro

quiral possuem dois estereoisdbmeros possiveis, com as configuracdes L e D. Vale ressaltar que

0s a-aminoacidos que constituem as proteinas apresentam configuragdo estereoquimica L.

Os grupos carboxila e amino dos aminoacidos podem atuar tanto como &cidos (doadores de

prétons), tanto como bases (receptores de protons), a depender do pH da solucdo em que o

aminoacido estiver dissolvido. Por esta razdo, os aminoacidos sdo considerados anféteros.

7374

Os valores de pKa (constante de dissociacdo &cida) dos aminoacidos comuns encontrados em

proteinas estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de pK, e pontos isoelétricos dos aminoacidos, [2daptado de 73]

Valores de pKa

. , . . ~ pKl pK2 pKR Ponto
Aminoacido Abreviagéo (_LCOOH) (LNH3") (grupo R) Isoelétrico
Grupos R alifaticos, apolares
Glicina Gly 2,34 9,60 5,97
Alanina Ala 2,34 9,69 6,01
Prolina Pro 1,99 10,96 6,48
Valina Val 2,32 9,62 5,97
Leucina Leu 2,36 9,60 5,98
Isoleucina lle 2,36 9,68 6,02
Metionina Met 2,28 9,21 5,74
Grupos R aromaticos
Fenilalanina Phe 1,83 9,13 5,48
Tirosina Tyr 2,20 9,11 10,07 5,66
Triptofano Trp 2,38 9,39 5,89
Grupos R polares, ndo carregados
Serina Ser 2,21 9,15 5,68
Treonina Thr 2,11 9,62 5,87
Cisteina Cys 1,96 10,28 8,18 5,07
Asparagina Asn 2,02 8,80 541
Glutamina Gln 2,17 9,13 5,65
Grupos R carregados positivamente
Lisina Lys 2,18 8,95 10,53 9,74
Histidina His 1,82 9,17 6,00 7,59
Arginina Arg 2,17 9,04 12,48 10,76
Grupos R carregados negativamente
Aspartato Asp 1,88 9,60 3,65 2,77
Glutamato Glu 2,19 9,67 4,25 3,22
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Observa-se que os valores de pKa dos grupos carboxila (-COOH) dos aminoacidos sao
aproximadamente 2, enquanto que para os grupos amino protonados (—-NHz") os valores de pKa
situam-se proximos de 9. Isso significa que em uma solugdo muito acida (pH ~ 0), os dois
grupos funcionais se apresentardo em suas formas acidas, enquanto que em uma solugédo
fortemente basica (pH ~ 11), ambos o0s grupos estardo em suas formas basicas. No entanto, na
faixa de pH fisiolégico (~ 7), nota-se que o pH da solucéo é superior ao pKa do grupo carboxila,
porém inferior ao pKa do grupo amino protonado. "4 Dessa maneira, 0 grupo carboxila estara
em sua forma bésica e o grupo amino estara em sua forma cida, ou seja, ambos 0s grupamentos

encontram-se ionizados, como € ilustrado na Figura 9.

I|_I H* H H* H
R—(G—COOH 2 R—(—C00- -, R—(—C00"
*NH, *NH, NH,
Carga liquida: +1 Carga liquida: 0 Carga liquida: -1

T
pH baixo pH pH alto

Figura 9 — Influéncia do pH do meio nos grupos funcionais dos aminoacidos, [2daptado de 7]

Portanto, em valores fisioldgicos de pH, um aminoéacido existe como um ion dipolar, ou
“zwitterion” (do alemao, ion hibrido), que pode ser entendido como um composto quimico que

apresenta grupos com cargas elétricas opostas (Figura 10). "2 7

Figura 10 — Forma zwitteriénica dos amino&cidos que ocorre em valores fisiolégicos de pH.
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Alguns aminoacidos possuem hidrogénios ionizaveis em suas cadeias laterais (grupo R).
Para esta cadeia lateral ionizavel, também existe um valor de pKa associado, como ja mostrado
na Tabela 1.

O ponto isoelétrico (pl) de um aminoacido é o valor de pH no qual a quantidade de cargas
positivas se iguala a quantidade de cargas negativas e, portanto, se anulam. Logo, a carga do
aminoacido é zero. O ponto isoelétrico de um aminoécido que ndo possui uma cadeia lateral
ionizavel é determinado pela média aritmética de seus dois valores de pKa. No caso de um
aminoacido que possui uma cadeia lateral ionizavel, o ponto isoelétrico € determinado pela
média dos valores de pKa dos grupos similarmente ionizantes. ™

A grande variedade de propriedades das proteinas se deve a diversidade das propriedades
fisico-quimicas que os aminoacidos podem apresentar. Tais aminoacidos podem variar em
relacdo a polaridade, basicidade, acidez, tamanho, aromaticidade, capacidade de formar
ligacGes de hidrogénio e reatividade quimica. "

Normalmente, os aminoécidos sdo classificados de acordo com as propriedades de suas
cadeias laterais (grupo R), principalmente com base na sua polaridade ou na tendéncia para
interagir com a dgua em pH bioldgico, que é proximo do pH 7. A polaridade dos grupos R
apresenta uma ampla variacdo, indo desde apolar e hidrofébico (ndo solGvel em &gua) até
altamente polar e hidrofilico (solivel em dgua). Alguns aminoacidos sdo um tanto desafiadores
de caracterizar ou ndo se enquadram perfeitamente em nenhum grupo especifico. Suas
atribuicbes a determinados grupos resultam de avaliacBes ponderadas, em vez de serem

absolutas. " Os aminoacidos podem ser categorizados da seguinte maneira:

Aminoéacidos com grupos R apolares, alifaticos: Possuem cadeias laterais apolares e
hidrofobicas. Fazem parte deste grupo a glicina, a alanina, a valina, a leucina, a isoleucina, a
metionina e a prolina.

Aminoacidos com grupos R aromaticos: Possuem cadeias laterais arométicas e sdo
relativamente apolares (hidrofébicos). Essa classe de aminoacidos inclui a fenilalanina, a
tirosina e o triptofano. Todos esses aminoacidos tém a capacidade de participar em interacGes
hidrofobicas. Comparativamente, a tirosina e o triptofano demonstram uma polaridade
significativamente maior em relagéo a fenilalanina, devido a presenga do grupo hidroxila na
tirosina e ao nitrogénio do anel indol do triptofano. De acordo com algumas fontes da literatura,
a tirosina é classificada como um aminoéacido com cadeia lateral polar.

Aminoacidos com grupos R polares, ndo carregados: Possuem cadeias laterais polares

eletricamente neutras e mais hidrofilicas (mais solUveis em agua) do que aquelas dos
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aminoacidos apolares, devido a presenca de grupos funcionais capazes de formar ligagdes de
hidrogénio com a d4gua. Fazem parte deste grupo a treonina, a cisteina, a asparagina, a glutamina
e a serina. Devido ao seu grupo sulfidrila, a polaridade da cisteina € considerada bastante
modesta.

Aminoacidos com grupos R carregados positivamente (basicos): Os grupos R mais
hidrofilicos sdo aqueles carregados positivamente ou negativamente. Quando os aminoacidos
possuem seus grupos R com uma carga positiva significativa em pH 7, sdo considerados
aminoéacidos basicos. Fazem parte deste grupo a lisina, a arginina e a histidina.

Aminoacidos com grupos R carregados negativamente (&cidos): Quando o0s
amino&cidos apresentam grupos R com carga final negativa em pH 7, sdo considerados
aminoéacidos acidos e apresentam um outro grupo carboxila em sua molécula, além daquele
comum a todos os aminoacidos. Fazem parte deste grupo o acido aspartico e acido glutamico,
que, em estado ionizado, sdo frequentemente chamados de aspartato e glutamato,

respectivamente. 2

As férmulas estruturais apresentadas na Figura 11 evidenciam o estado de ioniza¢do dos

amino&cidos, predominante em pH 7.
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Grupos R apolares, alifaticos
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Figura 11 — Férmulas estruturais dos 20 aminoacidos comuns de proteinas. ['*]

As partes ndo sombreadas da Figura 11 sdo compartilhadas por todos os aminoacidos,

enquanto as partes sombreadas de cor rosa representam os grupos R. Apesar do grupo R da

histidina ser mostrado sem carga, uma fracdo pequena, porém significativa, desses grupos R

apresenta carga positiva em pH 7, uma vez que o seu pKa é 6 (ver Tabela 1).
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2.3.2 Sintese de AUNPs com aminoacidos

Nos ultimos anos, diversos estudos exploraram a capacidade que Vvarios compostos
organicos tém de se conjugarem as NPs metalicas. Foi constatada a efetiva ligacdo do grupo
funcional amina (NH2) com as AuNPs, e, por esta razdo, os aminoacidos tém sido bastante
utilizados como agentes redutores e estabilizadores na sintese destas. Além de representar um
método “verde”, a utilizacdo dos aminoacidos nas sinteses de AuNPs se destaca pela sua
biocompatibilidade, uma vez que as AuNPs conjugadas com biomoléculas podem ser usadas
em aplicacGes biomédicas e em dispositivos biossensores. Além dos aminoacidos, diversas
biomoléculas, como as proteinas, também podem atuar como agentes redutores em rotas de
sintese verde. "t 7°

Em 2014, Wangoo et al. “¢ publicaram um estudo detalhado sobre uma sintese verde de
AUNPs esféricas e monodispersas, utilizando todos os 20 aminoacidos naturais, como agentes
redutores e estabilizadores. Nos experimentos, variou-se a propor¢do dos ions de ouro para o
aminoéacido, a fim de se obter o controle do tamanho das NPs. Foi relatado que, dos 20
aminoéacidos estudados, o &cido glutamico, o &cido aspartico, a asparagina, a serina, a treonina,
a isoleucina, a leucina, a tirosina e a valina revelaram um bom rendimento para a formacao de
AUNPs.

Maruyama et al. (2015) " também demonstraram que varios aminoacidos podem atuar
como agente estabilizador e redutor dos ions de ouro. As AuNPs foram sintetizadas a partir de
uma solucdo de acido tetracloroaurico (HAuCls) com aminoéacido, em incubacdo a 80 °C por
20 minutos. Foram obtidas AuNPs de 4 a 7 nm de didmetro. Foi observado que as concentracfes
dos reagentes e o pH do meio reacional influenciaram nos rendimentos da reacdo e na
morfologia das AuNPs obtidas. Entre os 20 aminoacidos estudados, varios produziram AuNPs.
No entanto, alguns ndo resultaram em ouro coloidal, como a arginina, e outros tiveram seus
produtos facilmente precipitados, como o triptofano.

Também alinhados com os principios da quimica verde, Courrol et al. (2016) ’® relataram a
elevada capacidade de reducéo e estabilizacdo dos amino&cidos, ao realizar a sintese de AUNPs
utilizando apenas agua Milli-Q, HAuCl4 e os aminodcidos, na presenca de luz branca de uma
lampada de xenénio. O uso da radiacdo eletromagnética nesta sintese teve como finalidade
facilitar e/ou acelerar o processo de oxidacdo dos aminoacidos, ou seja, a luz atuou como um
catalisador para a formacdo de AuNPs. Foi possivel obter AuNPs esféricas de tamanhos

variados (5 a 100 nm) com 18 dos 21 aminoacidos que foram avaliados, sendo que os melhores
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rendimentos foram alcancados com o &cido aspértico, a arginina, a treonina, o triptofano e a
valina.

Em um estudo mais recente, Figat et al. (2023) 7 também investigaram 20 aminoéacidos, em
analogia ao citrato de sédio, como agentes redutores e estabilizadores na sintese de AuNPs,
aplicando as condig¢bes do tradicional método de Turkevich. De todos os aminoacidos
investigados, apenas quatro ndo foram capazes de produzir AuNPs nas condicOes utilizadas:
prolina, cisteina, glutamina e arginina.

Theodosiou et al. (2024) " realizaram um estudo comparativo sobre o potencial de 17
aminoécidos para serem usados como agentes redutores e estabilizantes, sob as mesmas
condicBes de reacdo, em uma abordagem modificada do classico método de Turkevich
(invertendo a ordem de adicdo de reagentes). De acordo com os resultados obtidos, os autores
relataram que AuNPs foram sintetizadas com sucesso usando os diferentes aminoacidos como
agentes redutores. A caracterizagdo comparativa das AuUNPs revelou variagdo no tamanho e na
morfologia, 0 que se supde estar relacionada com a estereoquimica e reatividade de cada
aminoacido empregado. A maioria das AuNPs sintetizadas com aminoacidos demonstrou boa
estabilidade coloidal, validada por distribui¢fes de tamanho hidrodindmico estreitas e valores
de potencial zeta altamente negativos.

Embora existam diversos relatérios disponiveis na literatura, abordando o uso dos
aminoéacidos na sintese ou estabilizacdo de AuNPs, sdo relativamente escassos 0s estudos que
exploram o potencial redutor e a0 mesmo tempo estabilizador dos aminoacidos, durante os

processos de sinteses.
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CAPITULO 3. Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

Para os experimentos foram utilizados o precursor cloreto de ouro (II1) trihidratado
(HAuCl4. 3H20) 0,1 M e os seguintes aminoacidos: arginina, acido aspartico, cisteina, histidina,
triptofano e tirosina. Além disso, foram preparadas solugdes de HCI e NaOH (0,1 M). Os
reagentes foram utilizados sem purificacdo adicional. Todas as solucdes foram preparadas com

agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ.cm a 25 °C).

3.2 Procedimentos

3.2.1 Sintese e estabilizacdo de AUNPs com aminoacidos

Inicialmente foram preparadas soluc@es estoque (50 mM) de cada um dos aminoacidos. A
sintese das AuUNPs prosseguiu com a adicdo de acido tetracloroaurico (HAuCls) 0,1 mM em um
béquer com agua ultrapura, em temperatura proxima a ebulicdo, sob agitacdo constante por
aproximadamente 2 minutos. Apds a homogeneizacao da solugdo aquosa de HAuCl4, a solucao
do aminoacido foi adicionada ao béquer (com concentracdo final de acordo com os valores a
serem avaliados). A reacdo continuou sob agitacdo magnética constante por mais 5 minutos.
Apbs a adicdo do agente redutor (solucdo do aminoacido), esperava-se que, em poucos
instantes, a dispersdo coloidal mudasse de coloracdo para vermelho. Tal coloracdo é um
indicativo de formacdo das AuNPs. Nos experimentos, foi avaliada a variacdo dos seguintes
parametros: razdo molar do aminoéacido para o precursor dos ions de ouro (0,125 a 10) e o pH
do meio (1 a 13), conforme é mostrado na Tabela 2. O ajuste de pH foi realizado utilizando
solugdes aquosas de HCl e NaOH, ambas 0,1 M. Toda a vidraria utilizada nos experimentos foi

lavada com agua régia (3:1, HCI:HNO3) e enxaguada com &gua ultrapura.
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Tabela 2 — Pardmetros avaliados para a sintese de nanoparticulas de ouro.

Parametros avaliados Faixa de Valores
Razéo molar ([Aminoacido]/[HAuCl4]) 0,125-10
pH Acido (pH ~ 1) — Bésico (pH ~ 13)

Na Tabela 3 estdo descritos os valores de concentragéo final do aminoacido na mistura

reacional, adotados nos experimentos.

Tabela 3 — Valores de concentracédo final dos aminoacidos.

Razéo molar Concentracao do aminoacido
0,125 0,0125 mM
0,25 0,025 mM
0,5 0,05 mM
1 0,1 mM
5 0,5mM
10 1 mM

3.3 Caracterizacao

As amostras de AuNPs deste trabalho foram caracterizadas através das técnicas de
espectroscopia de absorcdo ultravioleta visivel (UV-Vis), potencial zeta, espalhamento

dindmico de luz (DLS) e microscopia eletrdnica de transmissdao (MET).

3.3.1 Espectroscopia de absorcéo optica no UV-Vis

As amostras de AuNPs foram analisadas por espectroscopia de absor¢do 6ptica UV-Vis a
fim de verificar a estabilidade e a tendéncia a aglomeracéo das NPs. Os espectros de absor¢édo
das amostras foram registrados pelo espectrofotdmetro modelo Genesys 10S UV-Vis (Thermo
Fisher Scientific), no Laboratério de Nanotecnologia Supercritica (LNS), localizado no Centro

Interdisciplinar de Energia e Ambiente (CIEnAm) da Universidade Federal da Bahia. As
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medicOes foram realizadas em temperatura ambiente, utilizando-se cubetas de quartzo com
caminho éptico de 10 mm. A faixa de comprimentos de onda utilizada foi de 400 até 700 nm,

tendo sido empregada agua ultrapura como branco de leitura.

3.3.2 Potencial zeta e espalhamento dinamico de luz (DLS)

As medicbes do potencial zeta foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern), que se encontra localizado no LNS-CIEnAm-UFBA. O equipamento opera com um
laser He-Ne a 632,8 nm, poténcia de 4mW, e um detector fixo a 90°. A amostra foi
acondicionada em uma célula capilar (DTS1070) para medidas de mobilidade eletroforética.
Nessa técnica um campo elétrico é aplicado a amostra em analise, e a velocidade das particulas
¢ medida usando o efeito Doppler. Esse procedimento permite calcular a mobilidade
eletroforética das particulas (valor médio), e com isso, obter seu potencial de superficie,
também conhecido como potencial zeta. O equipamento Zetasizer Nano ZS também foi
utilizado para medicdo da distribuicdo de tamanho das particulas, através da técnica de
espalhamento dindmico de luz (do inglés, Dynamic Light Scattering, DLS), que analisa as
flutuacgdes de intensidade da luz espalhada.

3.3.3 Microscopia eletronica de transmissédo (MET)

As imagens das AuNPs foram obtidas através do microscopio eletrénico de transmissdo de
alta resolucdo (JEM-2800, JEOL, 200kV) no Laboratério Multiusuario de Microscopia
Eletronica (LAMUME), localizado no Instituto de Fisica da Universidade Federal da Bahia. O
procedimento de preparacdo da amostra para a analise no MET consiste em aplicar, com o
auxilio de uma micropipeta, uma Unica gota da solucdo amostral em uma grade de niquel
(diametro 3mm) de malha 400 mesh, revestida com filme de formvar/carbono. Apds sua
preparacdo, as amostras foram mantidas num dessecador por aproximadamente 24 horas, até o

momento da realizacdo das medigoes.
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CAPITULO 4. Resultados e Discussdo

Para a sintese das AuNPs foram utilizados 6 aminoacidos com propriedades fisico-quimicas
distintas que sdo definidas pela cadeia lateral que cada aminoacido possui.

¢ Arginina e histidina — aminoacidos basicos com carga liquida positiva no pH 7.
e Acido aspartico — aminoacido &cido com carga liquida negativa no pH 7.
o Cisteina — aminoacido sem carga.

e Tirosina e triptofano — aminoacidos com cadeias laterais aromaticas.

Foram considerados como resultados mais promissores aqueles que levaram a formacéo de
AuNPs esféricas e estaveis, a partir do mecanismo de redugdo dos ions metalicos (Au**) em
solucdo, por acdo do aminodcido. Para analisar a influéncia da razdo molar
([Aminoacido]/[HAuCl4]) na formacdo de AuNPs, foram realizados testes com a concentracdo
de HAuUCI, fixada em 0,1 mM e amostras que foram aquecidas a aproximadamente 100° C.
Todos os valores de concentracdo testados, tanto para 0 HAuUCls quanto para os aminoacidos,
foram baseados em valores encontrados na literatura. Os resultados apresentados a seguir foram

obtidos em triplicata.

4.1 Andlise da Formacado de AuNPs e dos Espectros de Absorcéo no UV-Vis

A espectrofotometria de absorcdo Optica UV-Vis é uma das técnicas mais eficientes para o
estudo de estruturas atbmicas e moleculares. Essa técnica é capaz de medir a quantidade de luz

ultravioleta ou radiacio visivel absorvida por uma substancia em solucdo. "®

4.1.1 Acido Aspartico (Asp)

Para as sinteses usando acido aspartico como agente redutor, foram testadas razdes molares
entre 0,5 e 10. Ndo foi necessario testar razdes molares menores que 0,5, pois, nessa
concentracdo de reagentes, as amostras ja apresentaram sinais de agregacdo. As demais

amostras apresentaram a tipica coloragdo rosa/avermelhada 3 (Figura 12).
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Figura 12 — Aspecto das amostras apds as sinteses com acido aspartico (Asp) a razdes molares de 0,5;
1; 5 e 10, respectivamente.

Além de influenciar a formacdo das AuNPs, a concentracdo de acido aspartico também pode
influenciar o tamanho das particulas, sendo assim possivel ajustar suas dimensdes ao controlar
a quantidade desse agente redutor. Tais aspectos podem ser monitorados utilizando técnicas
analiticas, como espectroscopia de absor¢do UV-Vis, para acompanhamento da concentracao
(através da intensidade da absorbancia) e tamanho (através da posicao da banda de absorcéo)
das NPs.

Para analisar adequadamente os espectros de absorcdo dptica das AuNPs é importante
compreender alguns parametros principais (Figura 13). Um destes parametros € a intensidade
de absor¢do ou absorbancia maxima, que esta relacionado com a concentracdo da amostra,
indicando a quantidade de luz absorvida pelas NPs. Quanto maior a absorbancia, maior a
concentracdo de AuNPs na dispersdo. Outro parametro importante é o comprimento de onda
(M) de absor¢do da amostra. De acordo com a teoria de Mie 3, o comprimento de onda de
absorcdo € um indicativo do tamanho das NPs, sugerindo dimensdes maiores a medida que a
posicao da banda se encontra em comprimentos de onda maiores no espectro. Por fim, a largura
da banda a meia altura (nm) indica a homogeneidade do tamanho das NPs dispersas. Quanto
menor é a largura a meia altura da banda de absorcéo (bandas mais estreitas), mais homogéneas
em relacdo ao seu tamanho serdo as particulas formadas, ou seja, ha menos polidispersdo. A

polidispersidade ¢ evidenciada por bandas de absorcdo mais largas. 80 8!

45



Posigdo da banda

0,6 a

Absorbancia maxima

0.4 -

Absorbancia (a.u.)

0,2

Largura a meia altura

0,0
400

T
500

¥ T
600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 13 — Pardmetros da banda de absor¢do de nanoparticulas de ouro.

A Figura 14 mostra os espectros de absor¢cdo das amostras obtidas com &cido aspartico.
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Figura 14 — Espectros de absorcdo (UV-Vis) de AuNPs sintetizadas com acido aspartico a diferentes
razGes molares ([Asp]/[HAuUCI.]) a) realizados no dia da sintese e b) 2 meses apds a sintese.
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Observa-se que 0s espectros das amostras sintetizadas com &cido aspartico nas razfes
molares 1, 5 e 10, apresentam bandas de absor¢éo (largura da banda & meia altura) relativamente
estreitas e comprimento de onda de absor¢do maxima (Amax) €m torno de 520 nm, o que €
consistente com a coloracdo avermelhada das amostras. Tais resultados estdo em boa
concordancia com outros estudos da literatura, como os de Figat et al. (2023) " e Theodosiou
et al. (2024) "®. Em contrapartida, a sintese com razdo molar 0,5 apresentou baixa absorcao e
um alargamento da banda a meia altura, com deslocamento da absorcdo maxima para
comprimentos de onda maiores, o que sugere formacéo de particulas com diametros maiores e
provavel agregacdo. Outros estudos ja relataram que sinteses de AuNPs com &cido aspértico
em baixas concentracdes (~ 0,05 mM) sdo menos promissoras, pois resultam em particulas
maiores e com formas altamente irregulares, o que indica consideravel aglomeracéo das AuNPs
devido a cobertura incompleta da superficie metalica pelas moléculas de &cido aspartico
estabilizadoras. Em concentracdes maiores de &cido aspartico, uma maior taxa de nucleacdo
resulta na formag&o de NPs menores com cobertura uniforme do aminoécido, favorecendo a
modispersao. 8 8

Por demonstrar maior absorbancia e boa estabilidade coloidal ao longo de dois meses, 0s
resultados deste estudo sugerem que, entre as sinteses de AuUNPs com &cido aspartico, a sintese
realizada com o parametro razdo molar ([Asp]/[HAuCI4]) igual a 10 é a mais promissora para
se obter NPs.

O acido aspartico (que em sua forma iénica é conhecido como aspartato) € um aminoacido
acido, o que significa que possui um grupo carboxila (-COOH) em sua cadeia lateral, além
daquele presente na estrutura basica de todos os aminoacidos. Por possuir dois grupos carboxila,
cada um tem seu préprio pKa. O grupo carboxila que consta na estrutura basica, geralmente
possui um pKa em torno de 2, enquanto o grupo carboxila da cadeia lateral possui um pKz em
torno de 4. Esses valores indicam que, em solu¢cbes aquosas em condicdes fisioldgicas (pH
neutro), ambos 0s grupos carboxila se encontram predominantemente ionizados, conferindo ao
aminoacido uma carga liquida negativa.

Em comparacdo com as sinteses realizadas com os demais aminoécidos testados neste
estudo, a sintese utilizando &cido aspartico foi a que apresentou uma mudanca de coloracao
mais rapida, ocorrendo em menos de 1 minuto apos a adi¢do do aminoécido. Theodosiou et al.
(2024) também destacaram uma mudanca de cor relativamente rapida na sintese com &cido
aspartico em comparagdo a outros aminoacidos. 1sso pode ser explicado pelas caracteristicas
dos aminoacidos acidos que possuem uma cadeia lateral rica em elétrons prontamente

disponiveis, favorecendo a reducéo dos ions Au®*. "
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As NPs de ouro recém-formadas sdo altamente reativas e tendem a se aglomerar. Neste
contexto, o acido aspéartico também desempenha um papel na estabilizacdo (estérica ou por
carga) das NPs, ao adsorver em suas superficies, evitando assim, a aglomeracao.

A interacdo entre AUNPs e 0s aminoacidos pode ocorrer de varias maneiras, dependendo
das condigdes experimentais, tamanho e carga superficial das AuNPs, bem como das
propriedades especificas do aminoacido. Porém, ndo ha muitos dados experimentais reais na
literatura atual, que descrevam a nivel molecular, tal interacéo.

No caso do &cido aspartico, que € um aminoacido carregado negativamente, o estudo de
Ramezani et al. (2014) 8 sugere que as interacdes com a superficie das AUNPs ocorrem através
do grupo carboxila da cadeia lateral (Figura 15), o qual mantém o aminoacido proximo a
superficie metalica, contribuindo para a estabilizacdo coloidal. Tal estudo concluiu também que
a taxa de adsorcdo do &cido aspartico nas AuUNPSs € significativamente maior, quando comparada

a outros aminoacidos.

O

\‘\o NH;

Figura 15 — Representacéo esquematica da interacéo do &cido aspartico com a AuNP., [elaboracio proprial

O

Para a sintese de AuNPs, o acido aspartico demonstrou excelentes habilidades de reducéo e
estabilizacdo. O bom desempenho dos aminoacidos com cadeias laterais acidas ja foi relatado
em outros estudos, alguns dos quais destacam as propriedades semelhantes entre as AuNPs
sintetizadas com acido aspartico e aquelas sintetizadas com citrato de sodio, o protocolo padrédo

para as NPs plasmonicas. ¢ "
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4.1.2 Arginina (Arg)

Para as sinteses de AuNPs usando a arginina como agente redutor, foram testadas razfes
molares numa faixa de 0,125 a 10, mas nenhuma das sinteses resultou em formacao de AuNPs,
uma vez que ndo houve nenhuma alteracéo de coloragdo durante o processo (amostra incolor).
Por essa razdo, ndo foi necessaria a realizacao de analises de espectroscopia, nem outro método
de caracterizacéo.

A arginina pertence ao grupo dos aminodcidos bésicos, possuindo uma cadeia lateral que
contém um grupo guanidino. Em pH fisiol6gico, esse grupo se encontra predominantemente
protonado (Figura 16). E possivel que a ndo formacdo de AuNPs ao usar a arginina como
redutor seja resultado do fato desse aminoacido apresentar a sua cadeia lateral positivamente
carregada, o que pode dificultar a sua oxidagéo e, como consequéncia, impossibilitar a redugéo

dos ions de ouro.

PR _

H.N™ °N o)
H .
NH;3

Figura 16 — Formula estrutural da arginina no pH 7.

Estudos como os de Wangoo et al. (2014), Maruyama et al. (2015) e Figat et al. (2023)
também ndo obtiveram éxito ao utilizar a arginina como agente redutor, resultando em auséncia

de reduc&o “6 ™ ou rapida agregacio dos produtos de reacdo formados 7.

4.1.3 Cisteina (Cys)

Para 0 aminoacido cisteina foram testadas as raz6es molares 0,125; 0,25; 0,5; 1 e 5. N&o foi
necessario testar razdes molares maiores que 5, pois nesta razdo molar a amostra ja nao
apresentou formacdo de NPs. As coloragdes resultantes das amostras demonstraram que as
sinteses com menores razGes molares foram melhores, como é mostrado na Figura 17. Pela

coloragéo vermelha da amostra de razdo molar 0,25, € possivel concluir que a sintese de AUNPs

49



com a cisteina como redutor apresenta uma faixa 6tima de concentragdo desse aminoacido para
a formacédo de AuNPs. A amostra de maior razdo molar (5) apresentou aspecto esbranquicado,

quase incolor, indicando a auséncia de AuNPs.

Figura 17 — Aspecto das amostras apds as sinteses com cisteina (Cys) a razdes molares de 0,125; 0,25;
0,5; 1 e 5, respectivamente.

Como pode-se observar através dos espectros (Figura 18), a sintese de razdo molar 0,25 foi
a mais promissora, pois revelou maior absorbancia e mais estabilidade ao longo de dois meses.
Todas as demais sinteses apresentaram pouca ou nenhuma absorcéo. A sintese de razdo molar
0,125 apresentou uma discreta absorcao. Entretanto, sua banda apresenta um alargamento e sua

absorcdo maxima se encontra deslocada para comprimentos de onda maiores, indicando

polidispersao.

Cys /HAuCL, = 0,125 Cys / HAuCL, = 0,125

—— Cys /HAuCL, = 0,25 —— Cys /HAuCL, = 0,25
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Figura 18 — Espectros de absor¢do (UV-Vis) de AuNPs sintetizadas com cisteina a diferentes razdes
molares ([Cys]/[HAuCI.]) a) realizados no dia da sintese e b) 2 meses apds a sintese.
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A cisteina faz parte da classe de aminoacidos que possuem cadeia lateral sem carga elétrica
(neutra). E um aminoéacido que se diferencia dos outros por possuir o grupo tiol em sua cadeia
lateral, que € composto por um atomo de enxofre ligado a um atomo de hidrogénio (-SH).
Estudos relatam que a cisteina pode se ligar a nanoparticula covalentemente através do seu

atomo de enxofre em sua cadeia lateral (S-Au), como representado na Figura 19, 84 8586

&

Figura 19 — Representacio esquematica da interacdo da cisteina com a AuNP. [efaboracio prépria]

(@)

NH3

Além de atuar como agente redutor para sintetizar AuNPs, a cisteina pode sofrer
dimerizacdo e formar a cistina através da oxidacdo de dois grupos tiol (Figura 20). A cistina é
adsorvida quimicamente na superficie das AuNPs produzidas e desempenha o papel de
estabiliza-las. Portanto, a cisteina atua como agente redutor, enquanto as moléculas de cistina
formadas atuam como agentes de cobertura, ligando-se a superficie das AuNPs através de

grupos amino. &

Coo- COO0-
H,N—CH H.N—CH

Cistelna | |

CHQ CHQ

| 9H* + 2o~ |

SH ya S

_ | Cistina

SH ™ S

| IH* + 2o~ |

CH. CH
Cistelna | ? . | ? i

(|3H—NH3 (fH—NHg

COO0- COO-

Figura 20 — Formacdo de uma ligacdo dissulfeto pela oxidagdo de duas moléculas de cisteina. ['*]
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4.1.4 Histidina (His)

Nas sinteses com histidina como redutor, foram testadas as razdes molares 0,125; 0,25; 0,5;
1; 5 e 10. De uma forma geral, nenhuma das amostras sintetizadas com histidina apresentaram

as propriedades Opticas (aspecto visual) esperadas para formacdo de AuNPs (Figura 21),

revelando a baixa capacidade redutora do aminoacido.

Figura 21 — Aspecto das amostras apds as sinteses com histidina (His) a raz6es molares de 0,125; 0,25;
0,5; 1; 5 e 10, respectivamente.

Foram obtidos os espectros de absor¢do das amostras de razbes molares 0,25; 0,5 e 1, por
serem as Unicas que ndo se apresentaram incolores. Como esperado, nenhuma das amostras

demonstrou elevada absorc¢éo, como pode ser observado na Figura 22.
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Figura 22 — Espectros de absorcéo (UV-Vis) de AuNPs sintetizadas com histidina a diferentes razdes
molares ([His]/[HAuCl.]) a) realizados no dia da sintese e b) 2 meses apds a sintese.
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De acordo com a Figura 22, pode-se observar uma possivel formacdo de AuNPs na razdo
molar de 0,25. Apesar disso, o espectro revela uma banda bem larga para tal amostra, além do
deslocamento para maiores comprimentos de onda (em torno de 550 nm), 0 que sugere maiores
diametros das AuNPs. Isso significa que a disperséo coloidal provavelmente apresenta grande
polidispersdo e tendéncia a agregacao.

Assim como a arginina, a histidina também é classificada como um aminoacido basico. A
histidina possui na sua cadeia lateral um grupo imidazol, o que a diferencia de outros
aminoacidos. Dos vinte aminoacidos comuns, apenas a histidina apresenta uma cadeia lateral
ionizavel com pKa proximo a neutralidade (pKa do grupo R = 6). Portanto, a histidina pode
existir tanto em sua forma protonada (positivamente carregada) quanto em sua forma néo

carregada em pH 7 (Figura 23). 7273 74

+ / \ +
HN :NH —— N NH + H

% S

imidazol protonado imidazol

)

Figura 23 — Imidazol na forma protonada e na forma n&o protonada. [adaptado de 74]

A sintese de AuNPs utilizando histidina como agente redutor foi relatada detalhadamente
por Maruyama et al. (2015) ° e os resultados experimentais revelaram amostras de coloragdo
roxa.

E relatado que a adsorcdo da histidina na superficie da AuNP se da através do atomo de
nitrogénio do anel imidazol da sua cadeia lateral (interagdo Au-N) & 8 como representado na
Figura 24.
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Figura 24 — Representacio esquematica da interacéo da histidina com o ouro. [2daptado de 86]

Estudos sobre a adsor¢do da histidina em ouro descrevem que, além da interacdo através do
atomo de nitrogénio imino do anel imidazol, o aminodcido também pode interagir com a
superficie do ouro através dos atomos de oxigénio do grupo carboxilato (COQ-). 8 8

De uma forma geral, os resultados experimentais demonstraram que a reducao dos ions de
ouro com a histidina ndo foi promissora. O fato de a histidina ser um aminoacido de carater
basico pode influenciar a baixa taxa de reducéo dos ions de ouro, resultando em uma precaria

formacdo de AuNPs, assim como ocorreu com a arginina, que também é um aminoacido béasico.

4.1.5 Tirosina (Tyr)

As sinteses realizadas com tirosina como redutor apresentaram alguns resultados
promissores. Nesse experimento também foram testadas raz6es molares na faixa de 0,125 a 10.
A Figura 25 mostra uma coloragéo diferenciada (faixa de cor vermelha) nas amostras com razao
molar 0,25 e 0,5, sugerindo maior formacdo de AuNPs nessa faixa, 0 que pode ser confirmado

através dos espectros de absorcao (Figura 26).

Figura 25 — Aspecto das amostras ap0s as sinteses com tirosina (Tyr) a razdes molares de 0,125; 0,25;
0,5; 1; 5 e 10, respectivamente.
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Figura 26 — Espectros de absorcéo (UV-Vis) de AuNPs sintetizadas com tirosina a diferentes razdes
molares ([Tyr]/[HAuCl.]) a) realizados no dia da sintese e b) 2 meses apds a sintese.

Com base nos espectros de absorcao UV-Vis, é possivel observar que a amostra com razao
molar 0,5 se destacou em relacdo as demais, tanto em intensidade de absorcéo, quanto em
estabilidade ao longo de dois meses. Pode-se inferir que o aminoacido apresenta uma
capacidade de formacdo de AuNPs que é favorecida em uma determinada proporcéo de
concentragéo dos reagentes (Tyr 0,05 mM / HAuCls 0,1 mM). Isso significa que concentragdes
menores do aminoacido podem ndo ser suficientes para provocar a reducdo dos ions de ouro,
ou podem resultar em uma baixa taxa de reducdo. Por outro lado, concentracdes maiores podem
provocar uma saturacdo do aminoacido na superficie das AuNPs, resultando na agregacéo das
particulas. A tirosina demonstrou ser um aminoacido promissor para ser utilizado como agente
redutor dos ions metélicos, produzindo amostras com boas propriedades de absor¢do Optica.

A tirosina € um aminoacido com cadeia lateral aromatica contendo um anel benzénico
ligado a uma hidroxila (fenol). Relata-se que a reatividade da tirosina com ions de ouro seja
regida pela presenca do grupo fendlico em sua cadeia lateral, que é conhecido por se oxidar
facilmente em quinona. ' Foi descrito que o grupo hidroxila (-OH) presente na cadeia lateral
da tirosina tende a se orientar em dire¢do a superficie do ouro, de modo que o anel aromatico
fique paralelo & superficie da nanoparticula, indicando interagdes Au-OH. 8 Sabe-se que a
tirosina possui muitos atomos doadores, capazes de reduzir ions de ouro e se coordenar bem
nas superficies das AUNPs. Além das interac6es com o grupo fenolico, a literatura aponta que

0s grupos —COOH e —NH. também estdo ativamente envolvidos na reducéo dos ions Au®* a
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Au® para formar as AuNPs % (Figura 27). O bom desempenho da tirosina no processo de
formacéo de AuNPs é corroborado pelo trabalho de Wangoo et al. (2014). ¢
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Tyr-AuNP

Figura 27 — Representacdo esquematica da interacdo da tirosina com a AuNP. [adaptado de 50]

4.1.6 Triptofano (Trp)

Nas sinteses com o triptofano, foram testadas razdes molares de 0,125 a 10, mas nenhuma
das amostras apresentou a aparéncia esperada para a formacdo de AuNPs, com algumas

apresentando precipitados, o que influencia as propriedades dpticas das amostras (Figura 28).

Figura 28 — Aspecto das amostras ap6s as sinteses com triptofano (Trp) a razdes molares de 0,125;
0,25; 0,5; 1; 5 e 10, respectivamente.
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Absorbancia

Os espectros de absorcdo UV-Vis (Figura 29) revelaram o que ja era esperado de acordo
com a aparéncia das amostras: todas as sinteses apresentaram alargamento da banda de
absorcéo, indicando uma baixa estabilidade e/ou uma polidisperséo. Apesar disso, a amostra de

razdo molar 0,25, quando comparada as outras, demonstrou uma absorcdo maior.
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Figura 29 — Espectros de absorcao (UV-Vis) de AuNPs sintetizadas com triptofano a diferentes razdes
molares ([Trp])/[HAuCI.]) a) realizados no dia da sintese e b) 2 meses apds a sintese.

O triptofano pertence a classe de aminoacidos que possuem cadeias laterais aromaticas. No
caso do triptofano, essa cadeia lateral ¢ um indol, grupo que possui um par de elétrons livres no
seu atomo de nitrogénio, essencial para que a substancia apresente aromaticidade. Além disso,
o triptofano € um aminoacido relativamente apolar, apresentando geralmente um carater
hidrofébico. " ™ 8 Foi descrito que o grupo indol no triptofano é responsavel pela reducio dos
ions de ouro em solugdo aquosa. A reducdo dos ions metéalicos € acompanhada pela
polimerizag&o oxidativa do grupo indol das moléculas de triptofano. %! Relata-se que a oxidag&o
do triptofano resulta na formacdo de diversos subprodutos, como ditriptofano (forma

dimerizada) e quinurenina (Figura 30), entre outros. %2
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Figura 30 — Representacdo de subprodutos da oxidagdo do triptofano, [2daptado de 93]

Aminoécidos que apresentam anéis aromaticos em suas cadeias laterais sdo adsorvidos de
maneira semelhante, de forma que o anel esteja orientado paralelamente a superficie do ouro.®*
Foi relatado que, em aminoacidos aromaticos como o triptofano, ainda que pares livres estejam
disponiveis devido a presenca de heteroatomos nas cadeias laterais, 0 ouro tende a interagir
preferencialmente com os atomos de carbono do anel aromatico. 8 A Figura 31 ilustra a
interagdo do triptofano com o ouro a partir do anel aroméatico do aminoacido. De acordo com
Figat et al. (2023) 77, o produto da reacéo de triptofano e HAuCl4 sofre polimerizagdo com a
formacdo de uma camada organica ao redor das AuNPs. Essa camada altera o ambiente
dielétrico local e provoca a aglomeracdo das NPs. Selvakannan et al. (2004) °! também
relataram a formacao de AuNPs ligeiramente agregadas ao utilizar triptofano como redutor.

TRP

Figura 31 — Representacdo esquematica da interacdo do triptofano com o ouro. daptado de 86]
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4.1.7 Considerac@es gerais sobre a formacdo de AUNPs com aminoacidos

Em resumo, com base nos aspectos fisicos das amostras, pode-se observar que alguns
aminoacidos s30 mais promissores que outros, quando se trata de formac&o de AuNPs. Acido
aspartico, cisteina e tirosina demonstraram uma maior capacidade nesse quesito, pois
conseguiram produzir amostras com a coloracdo indicativa de formacao de AuNPs, sem sinais
de agregacdo. Em contrapartida, a histidina e o triptofano demonstraram um potencial bem
menor, pois suas sinteses apresentaram coloracfes entre tons de roxo a cinza, indicando
agregacdo das particulas, além das amostras que nem apresentaram mudanca de cor. Além
disso, algumas amostras apresentaram alguns precipitados. Tais observacfes visuais foram
comprovadas pelos espectros de absorcao. A arginina ndo conseguiu formar NPs em nenhuma
das condicg0es testadas, uma vez que todas as amostras se apresentaram incolores.

A tendéncia de um aminodcido em oxidar e, consequentemente, sua capacidade de reduzir
o0s ions metalicos, também pode estar relacionada com o tamanho da sua molécula e disposicéo
espacial dos atomos, entre outros fatores. Cadeias laterais mais volumosas podem gerar
impedimentos estéricos, dificultando tanto a nucleacdo quanto o crescimento das particulas de
ouro. "® 8 Esses aspectos podem ter contribuido para os resultados menos promissores de
algumas sinteses, como as realizadas com os aminoacidos triptofano e arginina.

A explicacdo para os resultados obtidos pode estar associada a uma série de fatores,
incluindo a complexacéo de ions metalicos, a afinidade de ligacdo dos aminoacidos a superficie
do metal, e a decomposicao dos intermediarios, que pode ou ndo facilitar a formacéo posterior
de AuNPs. 7’

Alguns resultados observados no presente trabalho diferem daqueles relatados em estudos
anteriores. Essas diferencas provavelmente se devem as distintas condi¢fes de reacdo
empregadas. Por exemplo, no caso da cisteina, as condi¢fes de sintese adotadas neste estudo
proporcionaram melhores resultados do que os observados em pesquisas anteriores, como 0
estudo de Figat et al. (2023) 77, que relatou a auséncia de formacdo de AuNPs ao usar esse

aminoéacido como agente redutor.
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4.2 Anédlise da Morfologia e do Tamanho das AuNPs por Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET)

No presente estudo, a técnica de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada
com o objetivo de obter um conhecimento mais detalhado da morfologia e tamanho das AuNPs.

Foram obtidas imagens de MET das amostras dos aminoacidos que demonstraram 0s
melhores resultados em termos de intensidade de absorcdo e estabilidade ao longo dos dias,
como ja discutido nesse estudo (se¢do 4.1). Assim, recebem destaque as amostras contendo 0s
aminoacidos: &cido aspartico (razdo molar 10) (Figura 32), cisteina (razdo molar 0,25)
(Figura 33) e tirosina (razdo molar 0,5) (Figura 34), pois foram esses aminoacidos, e suas

respectivas concentragdes em solucdo, que se revelaram as condi¢cbes de reacdo mais

promissoras para a formagdo de AuNPs.

Figura 32 — Microscopia eletrdnica de transmissdo das AuNPs obtidas com acido aspartico (razéo
molar 10).

Figura 33 — Microscopia eletronica de transmissdo das AuNPs obtidas com cisteina (razdo molar 0,25).
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Figura 34 — Microscopia eletronica de transmisséo das AuNPs obtidas com tirosina (razdo molar 0,5).

Como pode ser observado, as analises de microscopias confirmam a formacdo de AuNPs
aproximadamente esféricas com tais aminoacidos, nas respectivas condi¢des citadas.

Dados sobre os tamanhos das AuNPs foram obtidos com o auxilio do software Gatan
Microscopy Suite (GMS 3), que realiza andlises das micrografias geradas no MET. Com isso,

foi possivel calcular o tamanho médio das particulas, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Diametros médios das AuNPs das sinteses mais promissoras.

ASP (Razdo = 10) 19,9 nm
CYS (Razéo = 0,25) 12,7 nm
TYR (Razdo =0,5) 48,01 nm

De acordo com a teoria de Mie (1908) 3, a posicio da banda de absorc&o no espectro UV-
Vis esta relacionada ao tamanho das NPs. Assim, quanto menor o comprimento de onda do pico
de absor¢do maxima, menor é o diametro das NPs. Em contraste, quando o pico de absor¢édo
estd em comprimentos de onda maiores (mais a direita no espectro UV-Vis), as particulas
apresentam didmetros maiores.

Ao analisar mais detalhadamente, na Figura 35, as espectroscopias UV-Vis dos
aminoacidos acido aspartico (razdo molar 10), cisteina (razdo molar 0,25) e tirosina (razéo
molar 0,5), observa-se que a curva correspondente a tirosina apresenta o pico de absor¢éo

méaxima deslocado para um comprimento de onda um pouco maior (543 nm), em comparagdo
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com os picos de absor¢do méxima dos aminoacidos &cido aspartico e cisteina, que estéo

localizados em 524 e 520 nm, respectivamente.

—— Asp / HAuCl, = 10

—— Cys / HAUCI, = 0,25
06+ =4z —— Tyr/ HAuCI, = 0,5
@ 24 nm
c 041 520\im
«®
£
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Figura 35 — Espectro de absorgdo de AuNPs sintetizadas com Asp (razdo molar 10), Cys (razdo molar
0,25) e Tyr (razdo molar 0,5).

Os resultados sobre o tamanho médio das particulas obtidos pelas analises por MET estao
coerentes com o0s resultados obtidos através das espectroscopias UV-Vis, uma vez que o
didmetro médio das particulas formadas com tirosina é maior em comparagdo com os diametros
médios das particulas formadas a partir do acido aspartico e cisteina. Esse resultado estd em
concordancia com o trabalho de Wangoo et al. (2014) ¢, que demonstrou que o uso de tirosina
levou a sintese de particulas relativamente maiores em comparagdo com 0s demais aminoacidos

estudados.
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4.3 Analise do Tamanho das AuNPs por Espalhamento Dinamico de Luz (DLYS)

Foi realizada uma analise da distribuicdo de tamanho das particulas através da técnica de
espalhamento dinamico de luz (DLS) nas amostras contendo os aminoacidos acido aspartico
(razdo molar 10) (Figura 36), cisteina (razdo molar 0,25) (Figura 37), e tirosina (razdo molar
0,5) (Figura 38), assim como foram analisadas por MET. Para a analise de DLS foi considerada
a distribuicdo de tamanho das particulas em fun¢éo da intensidade de espalhamento de luz.

Os dados de DLS mostraram que o tamanho medio das particulas sintetizadas com acido
aspartico foi de 31,13 nm e o valor do indice de polidispersdo (Pdl) foi de 0,1. Para as particulas
sintetizadas com cisteina, o didametro médio foi de 20,79 nm e o Pdl = 0,5; e para as particulas

sintetizadas com tirosina, o diametro médio foi de 48,57 nm e o Pdl =0,2.

Intensidade (%)

1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (d.nm)

Figura 36 — Distribuicdo de tamanho das particulas sintetizadas com acido aspartico (razao molar 10).
Diametro médio = 31,13 nm e Pdl = 0,1.
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Figura 37 — Distribui¢do de tamanho das particulas sintetizadas com cisteina (raz&o molar 0,25).
Diametro médio = 20,79 nm e Pdl = 0,5.
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Figura 38 — Distribuicdo de tamanho das particulas sintetizadas com tirosina (razdo molar 0,5).
Diametro médio = 48,57 nm e Pdl = 0,2.

Os indices de polidispersao (Pdl) variam de 0 a 1 e indicam a homogeneidade do sistema
coloidal. Valores mais préximos de zero indicam maior grau de homogeneidade da amostra. O
menor valor de Pdl obtido na analise de DLS corresponde a sintese com &cido aspartico,
indicando uma maior homogeneidade no tamanho das particulas sintetizadas com esse
aminoacido em comparagdo com as outras sinteses.

Os dados de DLS revelaram tamanhos médios de NPs que se encontram dentro da faixa de
diametros médios obtidos por MET. No entanto, ao analisar individualmente cada aminoacido,
observam-se algumas diferencas entre os dados obtidos por ambas as técnicas. Para o &cido
aspartico, o diametro médio das particulas obtido por DLS foi de 31,13 nm, enquanto o didametro
médio obtido por MET foi de 19,9 nm (ver Tabela 4). Para a cisteina, o didmetro médio obtido
por DLS foi de 20,79 nm, enquanto o diametro médio obtido por MET foi de 12,7 nm. Portanto,
para as NPs sintetizadas com os aminoacidos &cido aspartico e cisteina, as imagens obtidas por
MET mostraram tamanhos médios inferiores aos valores obtidos por DLS.

Apesar das diferencas entre os resultados de MET e DLS para as amostras com acido
aspartico e cisteina, os resultados para a amostra com tirosina foram bastante semelhantes. Para
a tirosina, o diametro médio das particulas obtido por DLS foi de 48,57 nm, enguanto o
didmetro médio obtido por MET foi de 48,01 nm, indicando uma consisténcia significativa dos
dados e comprovando que é possivel utilizar aminoécidos para a obtencdo de materiais
nanometricos.

Assim como os resultados de diametro médio das particulas obtidos pelas analises por MET,
os resultados por DLS também sdo coerentes com as analises por espectroscopia UV-Vis
(Figura 35).
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E importante destacar que a anélise por DLS é adequada para a estimativa dos tamanhos,
pois é quantitativa, diferente da MET, que fornece uma andlise qualitativa. Portanto, uma
comparacao direta entre as duas técnicas pode ndo ser totalmente apropriada. Além disso, nas
medicdes realizadas por MET as particulas estavam muito dispersas, o que dificultou as
andlises. As amostras ndo estavam concentradas o suficiente para a visualizacdo e medicéao de
muitas particulas por imagem. Esse resultado pode ser complementado com a realizacdo de

novas imagens de amostras mais concentradas.

4.4 Analise da Carga Superficial por Potencial Zeta

Um estudo da estabilidade das dispersdes coloidais foi realizado pela determinacdo do
potencial zeta, que estima a carga superficial das NPs. Em geral, considera-se que sistemas com
potencial zeta superior a |30 mV| sdo estaveis, pois isso significa que hd mais cargas ao redor
das particulas, o que causa maior repulsdo entre elas, evitando a agregacdo. No entanto, se as
particulas apresentarem valores de potencial zeta menores que [30 mV/|, significa que ndo havera
forca para impedir que as particulas se juntem e floculem. 2°

A andlise foi feita para todos os aminoacidos, com excec¢do da arginina, pois ndo houve
indicios da formacdo de NPs usando esse aminoacido. Para a determinacdo do potencial zeta
de cada aminoacido, foram escolhidas as amostras que se apresentaram mais promissoras, com
maior intensidade de absorc¢éo, estabilidade e menor polidispersdo, como discutido nas se¢des
anteriores.

Apesar das sinteses com histidina e triptofano ndo serem consideradas promissoras, foram
analisadas aquelas amostras que apresentaram maior intensidade de absorcdo, quando
comparadas as demais sinteses. As amostras selecionadas ndo passaram por ajuste de pH. Os
resultados do potencial zeta s&o exibidos na Figura 39.
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Figura 39 — Potencial zeta das AuNPs sintetizadas com diferentes aminoacidos.

Os resultados apresentados revelam que as amostras com 0s aminoacidos acido aspartico
(raz&o molar 10), cisteina (razdo molar 0,25) e tirosina (razdo molar 0,5) apresentaram melhores
valores de potencial zeta (mV), ou seja, valores acima de 30 mV, em mddulo, o que indica uma
razoavel estabilidade coloidal dessas dispersGes. Em contrapartida, as sinteses obtidas com os
aminoacidos histidina (razdo molar 0,25) e triptofano (razdo molar 0,25) demonstraram
estabilidades inferiores, o que pode ser observado pelos valores de potencial zeta menores do
que |30 mV|.

4.5 Andlise do pH

Sabe-se que o pH desempenha um papel crucial no processo de formacgdo das AuNPs,
influenciando propriedades como tamanho, forma e estabilidade. Quando o HAuCI4, precursor
dos ions de ouro, é diluido em agua ultrapura, os ligantes cloretos sdo gradualmente substituidos
por hidroxilas da agua (Figura 40). Esse processo resulta na formacao de um complexo com

OH-, tornando-o0 mais reativo e facilitando a sua reducéo. ®

66



cl OH

c—Au—Cl —> | oH—Au—OH

cl OH

Figura 40 — Representacgdo da substitui¢do dos ligantes cloretos (esquerda) por hidroxilas (direita) no
reagente precursor, [efaboracio propria]

Durante esse processo, também ocorre a liberacdo de ions H* devido a hidrélise da agua
(H20 — H" + OH"), o que contribui para a reducdo do pH, como observado experimentalmente
(pH 2,5). Observou-se que, ap6s a realizacdo das sinteses, as solucfes coloidais resultantes
apresentaram uma acidez maior em comparacdo com as solu¢des dos aminoacidos antes das

sinteses, conforme pode ser verificado na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de pHs dos reagentes medidos antes e apds a sintese.

pH (antes da sintese) - pH (apds a sintese) -
solucdo estoque solucdo resultante
ASP 2,81 2,48
ARG 10,59 7,47
CYS 5,28 3,5
HIS 7,66 2,96
TYR 5,63 3,03
TRP 5,82 2,84

Os valores dos pHs das solucdes estoque dos aminoacidos, medidos antes das sinteses, sao
valores que coincidem com os pontos isoelétricos desses aminoacidos mostrados na Tabela 1.
Isso ocorre porque, como nao foi adicionado nenhum acido ou base que pudesse interferir, o
pH da reacdo é o pH da agua utilizada como solvente para a diluicdo do aminoacido, ou seja,
emtorno de 6,5 a 7. Nesse pH todos os aminoacidos estdo em seu estado zwitteriénico ou forma
isoelétrica, o que representa a forma cuja carga elétrica liquida de um aminoéacido é nula, isto

é, quando as cargas positiva e negativa estdo equilibradas. *
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Para as AuNPs sintetizadas com aminoéacidos, o ajuste de pH pode ocorrer tanto antes como
apos a sintese, e cada abordagem serve a propdsitos diferentes. O ajuste de pH apds a sintese é
geralmente realizado para otimizar ou modificar caracteristicas especificas das NPs ja
formadas. Pode ser feito adicionando acidos ou bases a dispersédo coloidal. O ajuste pos-sintese
pode influenciar a estabilidade coloidal das NPs, a carga superficial, a funcionalizagdo da
superficie e a interagdo com outros componentes da dispersao.

No caso do ajuste prévio de pH, o procedimento ocorre antes de iniciar a sintese, ajustando
a solucdo que contém o agente redutor (nesse caso, 0 aminoacido) para um valor especifico.
Esse ajuste do pH € realizado para criar condi¢des favoraveis para a reducéo eficiente dos ions
de ouro e para otimizar as propriedades desejadas das AuNPs, pois pode afetar a cinética da
reacao, o tamanho médio das particulas e a estabilidade coloidal. Além disso, pode influenciar
a eficacia do agente redutor na reducédo dos ions de ouro.

Devido ao baixo potencial redutor da arginina, histidina e triptofano, revelado nos
experimentos, foi proposto um ajuste de pH para as sinteses com esses aminoacidos, na tentativa
de promover uma melhor formacdo de NPs. Para o ajuste, foram utilizadas solu¢bes de HCl e
NaOH (0,1 M), e a metodologia escolhida foi a de ajuste prévio, uma vez que esses aminoacidos
néo foram eficientes para a formacao de AuNPs. Foi escolhida a razdo molar de 0,25 para todas
as sinteses, pois, para esse valor de razdo molar, os aminoacidos mencionados (com exce¢édo da
arginina, que nada formou) revelaram, apesar do rendimento geral ser baixo, os resultados
menos desfavoraveis para formacdo de AuNPs.

Para entender a escolha dos pHs para o ajuste, é preciso retomar o conceito dos diferentes
estados de ionizacdo de um aminoacido em solucéo, uma vez que sua estrutura depende do pH.
Quando um aminoécido é colocado em uma solucédo de pH abaixo do valor do pKa da carboxila,
esse grupo funcional permanece predominantemente na forma COOH. Isso ocorre porque, em
ambientes bastante &cidos (pH ~ 0), onde hd um excesso de H" no meio, o grupo carboxila tende
a manter o préton. Nessas condi¢des, 0 grupo amino também permanece protonado (NHz™). Em
valores de pH acima do pKa da carboxila, ocorre a perda do préton do grupo carboxila,
tornando-se ion carboxilato (COO). Quando um aminoacido é colocado em uma solugédo de
pH acima do valor do pKa do grupo amino protonado, ocorre a desprotonagdo desse grupo,
resultando em NH2. Assim, em solugdes bastante alcalinas, os grupos acidobasicos do
aminoacido se encontram predominantemente em suas formas NH2 e COO". Para aminoacidos
que possuem cadeia lateral ionizavel, o valor do pKa deste grupo descreve a sua desprotonagao.
E importante lembrar que, no ponto isoelétrico, o aminoacido se encontra predominantemente

na forma de ion dipolar (zwitterion), apresentando carga liquida igual a zero.
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45.1 Arginina

Para a arginina, os valores de pKa dos seus grupos funcionais ionizaveis se encontram na

Tabela 6.
Tabela 6 — Valores de pK, da arginina.
Grupo R pK1 pK2 PKR Ponto Isoelétrico
ARG (pKa—COOH) | (pKa—NHz") | (pKagrupo R) | (média de pK> e pKRr)
Carga + (basico) 2,17 9,04 12,48 10,76

Uma representacdo grafica dos estados de ionizacdo que o aminoécido se encontra em

diferentes pHs € mostrada na Figura 41.

COOH CcOO COO CO0~
HN—C—H N1 HN—C—H H1N~(“,—H
CH, CH, CH, éHZ
(‘JH2 (‘ZHQ CH, (|3H2
CH, CH, (|]H2 (|7H2
\B \u \u \H
é:ﬁHz (‘}:I(IHZ é:ﬂer (|3=NH
IlIHz IlIHZ NH, IlIHz
217 9,04 12,48
0 7 14
I l I } I I ; I t t } }
Ponto
Isoelétrico
Carga liquida: +2 Carga liquida: +1 Carga liquida: 0 Carga liquida: -1

Figura 41 — Estados de ionizagéo da arginina em funcédo do pH. [elaboracio propria]

Para a arginina, foram escolhidos os pHs 1, 6 e 13 para o0 ajuste, pois tais valores se situam
em regides distintas dos valores de pKa, possibilitando analisar as diferentes estruturas do
aminoacido. Mas, mesmo com 0 ajuste, a arginina continuou ndo apresentando nenhuma
capacidade redutora, pois nenhuma das sinteses resultou em disperséo coloidal de ouro, como

observado no espectro de absorcéo da Figura 42.
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Figura 42 — Espectro de absorcéo da sintese de AuNPs com arginina em diferentes pHs.

Os resultados sao consistentes com aqueles obtidos em outros estudos da literatura, como o
de Maruyama et al. (2015) ", porém os autores ndo explicam os motivos da incapacidade de
formag&o de AuNPs utilizando a arginina. Embora a literatura néo forneca uma explicacao clara
para o fendmeno, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a arginina possivelmente
possui uma baixa afinidade de ligacdo a superficie do metal, além de apresentar uma cadeia
lateral relativamente volumosa, o que pode dificultar a nucleacdo e o crescimento eficiente das
AUNPs.

45.2 Histidina

Os valores de pKa dos grupos funcionais ionizaveis da histidina se encontram na Tabela 7
e a representacdo dos estados de ionizagdo deste aminoacido em diferentes pHs € mostrada na
Figura 43. E importante lembrar que a histidina pode se apresentar tanto em sua forma
protonada (com carga positiva), quanto em sua forma neutra no pH 7, devido ao valor do pKa

de sua cadeia lateral estar proximo da neutralidade.
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Tabela 7 — Valores de pK, da histidina.

Grupo R pPK1 pPK2 PKR Ponto Isoelétrico
HIS (pKa—COOH) | (pKa—NH3z") | (pKagrupoR) | (média de pK> e pKRr)
Carga + (basico) 1,82 9,17 6,0 7,59
COOH (f()O’ (EOO' (f()O’
H,N—C—H Hgﬁ—(f—H Hgfl—(f—H HN—(—H
CH, C‘IHz (‘3H2 (lle
C*N{rl C—N{-I C*N{I C—N{-I
| [ | o |
/o A 4 /
C—N C—NH C—N C—N
H H H H
1,82 6,00 9,17
T - |
I 1 1 1 1 I I 1 1 | [ [ [
I 1 | 1 1 1 1 r I | 1 1 | 1 1 1 1
Ponto
Isoelétrico
Carga liquida: +2 Carga liquida: +1 Carga liquida: 0 Carga liquida: -1

Figura 43 — Estados de ionizagéo da histidina em funcéo do pH. [efaboraco propria]

No caso da histidina, foram escolhidos os pHs 1, 4 e 11 para o ajuste. O aspecto visual das
amostras apos as sinteses € revelado na Figura 44, e os resultados dos espectros, mostrados na
Figura 45. Os resultados obtidos indicaram que ndo houve nenhuma melhoria significativa em

termos de absorg¢éo entre as sinteses com ajuste de pH e a sintese sem ajuste de pH.
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pH 1 pH 4 pH 11

Figura 44 — Coloracdo das amostras ap0s as sinteses de AuNPs com histidina ajustada parapH 1, 4 e
11, respectivamente.
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Figura 45 — Espectro de absorgdo da sintese de AUNPs com histidina em diferentes pHs.

4.5.3 Triptofano

Na Tabela 8, encontram-se os valores de pKa dos grupos funcionais ionizaveis do triptofano.

Observa-se que o grupo R deste aminoacido ndo apresenta nenhum valor de pKa, pois a cadeia

lateral do triptofano ndo é um grupamento ionizavel. A Figura 46 contém a representagédo

grafica dos estados de ionizagdo do aminoacido em funcéo de diferentes pHs.
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Tabela 8 — Valores de pKa do triptofano.

Grupo R pPK1 pPK2 PKR Ponto Isoelétrico
TRP (pKa—COOH) | (pKa—NHz") | (pKagrupoR) | (média de pKie pK>)
Aromatico 2,38 9,39 — 5,89
i (l',‘OOH (ljoof (‘100*
HaNfcl‘/fH HSN—(F—H HzN—(J‘—H
i E i
= C—CH C=CH
o3 = :
2,38

9,39

14

Carga liquida: +1

Ponto
Isoelétrico

Carga liquida: 0

Carga liquida: -1

Figura 46 — Estados de ionizacéo do triptofano em funcéo do pH. [etaboracdo propria]

Para o triptofano ajustou-se o pH em 1 e 11. O aspecto das amostras apds as sinteses é

revelado na Figura 47 e os espectros de absorcdo, mostrados na Figura 48. Percebe-se que a

alteracdo de pH para o triptofano promoveu maior absorbancia e bandas mais estreitas do que

a sintese realizada sem ajuste de pH. Ao comparar 0s ajustes de pH realizados (acido x basico),

pode-se inferir que um ajuste para um pH mais basico se destacou um pouco mais, 0 que pode

significar que o triptofano no seu estado desprotonado, com carga liquida negativa, foi mais
eficiente no processo de formacdo de AuNPs.
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Figura 47 — Coloragao das amostras apos as sinteses de AuNPs com triptofano ajustado para pH 1 e

0.6
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Figura 48 — Espectro de absorc¢do da sintese de AuNPs com triptofano em diferentes pHs.
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CAPITULO 5. Conclusbes e Sugestdes

5.1 Conclusoes

Nesse estudo, foram selecionados os melhores amino&cidos para a sintese de AuUNPs, bem
como as condicdes reacionais mais adequadas. I1sso envolveu a avaliagdo dos parametros razéo
molar dos reagentes (proporcdo molar entre 0 aminoacido e o precursor dos ions de ouro) e 0
pH do meio. Os resultados mais promissores foram aqueles que conduziram a formacéo de
AUNPs esféricas e estaveis.

A formagcédo das NPs exigiu a redugdo dos fons de ouro (Au®*) em solucéo, seguida por
nucleacdo e crescimento do cristal metélico. Entretanto, para que essa reducdo ocorra, é
necessaria a oxidacdo (doacdo de elétrons) da outra espécie, no caso, 0 aminoacido, em um
processo conhecido como reacdo redox.

Apos a reducdo dos ions de ouro, é fundamental assegurar a estabilidade das dispersdes
coloidais. Tal estabilidade depende da interacdo de cada aminoéacido com a superficie metalica
da nanoparticula, que ocorre, preferencialmente, atraves de ligacbes do tipo N-Au, O-Au, S-
Au, além de interacdes anel aromatico-Au. A partir dessas interacfes, 0s aminoacidos em
excesso sao adsorvidos na superficie das NPs, conferindo estabilizacdo estérica e, sobretudo,
por carga. A estabilizacdo por carga esta relacionada ao fato de os aminoacidos serem anfoteros,
0 que permite a perda ou ganho de elétrons, tornando-os eletricamente carregados. Além de
demonstrarem capacidade de reduzir os ions de ouro, 0s aminoacidos selecionados nesse estudo
também se comportaram como estabilizadores, evitando a aglomeragdo das NPs ao aderirem a
superficie.

A mudanca de coloracdo do meio reacional para tons de vermelho durante as sinteses serviu
como um indicativo da formacdo das AuNPs. Apesar disso, apds uma observacao visual da
coloracéo das amostras, foi feita a caracterizacdo dessas particulas, por meio de técnicas como
espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, microscopia eletronica de transmissdo (MET),
potencial zeta e espalhamento dindmico de luz (DLS).

A espectroscopia de absor¢do no UV-Vis revelou bandas Unicas associadas aos efeitos de
SPR do ouro metélico, indicando que as NPs apresentavam uma morfologia predominante
esférica. A analise de intensidade de absorcdo e estabilidade das dispersdes coloidais por

espectroscopia de absor¢do no UV-Vis ao longo de dois meses permitiu a selecdo dos
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aminoacidos que mais se destacaram, incluindo a respectiva razdo molar utilizada nas sinteses
mais promissoras.

Os aminoacidos que apresentaram melhor desempenho na formacéo de AuNPs foram acido
aspartico, cisteina e tirosina, nas razdes molares 10, 0,25 e 0,5, respectivamente. Os
experimentos revelaram uma menor capacidade de reducéo dos ions de ouro nos aminoacidos
classificados como bésicos, como a arginina e a histidina. A carga positiva desses aminoacidos,
entre outros fatores, pode dificultar a reducéo dos ions de ouro, resultando em formacao precaria
ou auséncia de formacdo de AuNPs. Apesar do triptofano ndo ser um aminoacido de carater
basico, este também ndo apresentou bons rendimentos em termos de formacéo de AuNPs. Tal
dificuldade pode estar associada ao fato de o triptofano ser um aminoacido relativamente apolar,
apresentando geralmente um caréater hidrofobico.

A capacidade de um aminoacido de reduzir ions metalicos também pode estar associada ao
tamanho da sua molécula, entre outros fatores. Cadeias laterais mais volumosas podem causar
impedimentos estéricos, dificultando a nucleacéo e o crescimento das particulas de ouro. Tais
aspectos podem ter contribuido para alguns resultados menos promissores, como 0s observados
nas sinteses com triptofano e arginina.

Por meio da técnica de microscopia eletronica de transmissdao (MET), foi possivel
confirmar a formagé&o de particulas aproximadamente esféricas nas amostras selecionadas como
mais promissoras, revelando diametros médios entre 10 e 50 nm. Esses resultados validam a
possibilidade de utilizar aminoacidos nas sinteses de materiais nanoparticulados.

A andlise da distribuicdo de tamanho das particulas por espalhamento dindmico de luz
(DLS) revelou didametros médios dentro da mesma faixa observada nas imagens de microscopia.

Através das medidas do potencial zeta, observou-se que as amostras com 0s aminoacidos
acido aspartico, cisteina e tirosina exibiram valores acima de 30 mV, em maodulo, indicando
uma razoavel estabilidade coloidal nessas dispersdes. Por outro lado, as AuNPs sintetizadas
com 0s aminodcidos histidina e triptofano indicaram menor estabilidade, uma vez que 0s
valores de potencial zeta foram abaixo de |30 mV/.

Considerando a baixa eficacia de reducdo dos ions de ouro observada nos experimentos
com arginina, histidina e triptofano, foi proposto um ajuste de pH nas sinteses envolvendo esses
aminoéacidos, com o objetivo de otimizar a formagéo das NPs. No entanto, de maneira geral, 0s
ajustes de pH ndo promoveram melhorias significativas em termos de absorcéo Optica, embora
picos mais intensos tenham sido observados nas sinteses com triptofano.

Em resumo, o uso de aminoacidos como agentes redutores e estabilizadores nas sinteses de

AUNPs demonstrou ser um método rapido e simples, representando uma abordagem alternativa
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altamente eficiente, propiciando a formacgéo de AuNPs aproximadamente esféricas com relativa
estabilidade em solugéo.

Os resultados deste estudo destacam a importancia do controle das condi¢cfes reacionais
para a obtencédo eficaz das AUNPs com aminoacidos. Diversos fatores impactam diretamente
a eficiéncia da reducdo dos ions de ouro, a estabilidade coloidal e as propriedades das AuUNPs,
incluindo sua forma e distribuicdo de tamanho. Ao otimizar as condicOes das sinteses, é
possivel maximizar a eficiéncia do processo, obter propriedades desejaveis e garantir a
aplicabilidade das NPs em diversas areas.

Este estudo proporcionou uma melhor compreensdo da sintese de NPs de ouro com
componentes bioldgicos, como os aminoacidos, envolvendo a avaliagdo da capacidade dessas
espécies de atuarem como agentes redutores e estabilizadores durante os processos de reducéo

dos ions de ouro.
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5.2 Sugestdes de Trabalhos Futuros

A sintese verde de nanoparticulas de ouro usando aminoacidos € um campo de pesquisa

promissor que combina nanotecnologia com biotecnologia, permitindo a fabricacdo de AuNPs

de maneira mais sustentavel e controlada. Sdo consideradas algumas sugestdes para trabalhos

futuros nesta area:

Otimizacdo do processo de sintese explorando outras condic¢des de reacéo, tais como
temperatura e tempo de reagdo, buscando maximizar o rendimento e a estabilidade
das AuNPs produzidas.

Estudo da influéncia dos aminoacidos apolares com grupos R alifaticos (ex.: alanina,
leucina, valina, etc) na sintese de AuNPS, uma vez gue este tipo de aminoacido ndo
foi explorado no presente estudo.

Explorar as potenciais aplicagdes das AuNPs sintetizadas com aminoacidos, por
exemplo, em biossensores.

Estudo avaliando a biocompatibilidade e a toxicidade das AuNPs sintetizadas com
aminoacidos, para garantir a seguran¢a em suas aplicacdes.

Investigacdo de métodos para funcionalizar as superficies das AuNPs sintetizadas
com aminoacidos, visando conferir-lhes propriedades especificas.
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Apéndices

APENDICE A — INFORMAGCOES DOS REAGENTES UTILIZADOS

Reagente Formula Peso CAS Marca
precursor molecular Molecular
(g/mol)
Cloreto de Ouro | HAuCI; . 3 H,O 393,83 16961-25-4 Synth
Aminoacido Formula Peso CAS Marca
molecular Molecular
(9/mol)

Acido Aspértico C4H7NO4 133,1 56-84-8 Synth
Arginina CeH14N4O> 174,20 74-79-3 Synth
Cisteina CsH7NO2S 121,16 52-90-4 Inlab
Histidina CeHoN30O2 155,16 71-00-1 Inlab
Tirosina CoH11NO3 181,19 60-18-4 Synth

Triptofano C11H12N20; 204,23 73-22-3 Synth
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