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RESUMO

A sintese verde de nanoparticulas metalicas vem se tornando incrivelmente
popular, principalmente por minimizar problemas de contaminagdo ambiental e
ser capaz de reduzir, estabilizar e potencialmente funcionalizar o nanomaterial.
Entretanto, a falta de reprodutibilidade e a escassez de informacfes sobre os
mecanismos de sintese tem inviabilizado sua aplicacdo. Desta forma, este
projeto teve como proposito a investigacdo dos principais mecanismos que
afetam o controle da sintese, utilizando um planejamento fatorial para a
preparacdo de nanoparticulas de ouro na presenca do extrato de Coffea arabica
como modelo. Neste caso, 0 extrato vegetal atuou como agente redutor e
estabilizador. As nanoparticulas obtidas se apresentaram estaveis (Potencial
Zeta, UV-vis e DLS), monodispersas e quase-esféricas (MET), com estrutura
cristalina definida (DRX). Além disso, a presenca de moléculas aromaticas
adsorvidas nas nanoparticulas de ouro foi confirmada por FTIR e RAMAN. O
planejamento fatorial utilizado para obtencdo das nanoparticulas de ouro com
extrato de Coffea arabica possibilitou a sintese controlada e reprodutivel, abrindo

novas perspectivas para aplicacdes em diversos campos a serem explorados.

Palavras-chave: Sintese verde; Nanotecnologia, Nanoparticulas de ouro;
Planejamento Fatorial; Coffea arabica.
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1. INTRODUCAO

Nanoparticulas metalicas tém sido extensivamente aplicadas em diversas
tecnologias, devido principalmente as suas interessantes propriedades opticas,
eletromagnéticas e a alta relacdo area/volume [1]. No entanto, para a efetiva
aplicacdo desses materiais em dispositivos nanotecnoldgicos, € crucial o
desenvolvimento de sistemas altamente estaveis, que mantenham suas
propriedades por longos periodos. As propriedades das NP’sAu séo
dependentes do tamanho e da forma das particulas e um mesmo material com
determinada composicdo pode apresentar caracteristicas fisicas e quimicas
diferentes, modificando caracteristicas como tamanho, auto-organizacao,
estrutura cristalina e forma, ao ponto dos materiais em escala nanométrica
exibirem propriedades fisicas e quimicas distintas dos materiais na escala

macroscopica [1-3].

Diferentes processos fisicos e quimicos sdo atualmente utilizados para sintetizar
nanoparticulas metalicas, que permitem obter particulas com as caracteristicas
desejadas [4-6]. No entanto, esses métodos de producao sédo geralmente caros,
intensivos em mao-de-obra e sdo potencialmente perigosos para 0 meio
ambiente e organismos vivos [5,6]. Assim, existe uma necessidade de um
método alternativo, econdmico e, ao mesmo tempo, seguro e ambientalmente

sadio da producéo de nanoparticulas metalicas [7,8].

De uma forma geral, existe um interesse generalizado no desenvolvimento de
processos nédo toxicos, confidveis, biologicamente compativeis e favoraveis ao
ambiente para sintetizar nanoparticulas [9-12]. Durante a Ultima década,
demonstrou-se que muitos sistemas biolégicos, incluindo plantas e algas [13],
bactérias [14], fungos [15] e células humanas [16] podem transformar ions
metalicos inorganicos em nanoparticulas metalicas, através das capacidades

redutoras das moléculas e substancias presentes nesses organismos.

A producédo de nanoparticulas usando plantas exibe vantagens, como o baixo
custo de cultivo, o tempo de producao curto, a seguranca e a capacidade de
aumentar os volumes de producao, tornando as plantas uma plataforma atraente

para a sintese de nanoparticulas [10]. Neste tipo de sintese, critérios de selecdo
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devem ser adotados para escolha da planta, tais como: atividade antioxidante,
producdo em larga escala, ampla distribuicdo geogréfica e alto potencial para
aplicacbes biomédicas [18]. As plantas produzem biomoléculas funcionais que
reduzem ativamente ions metalicos e também estabiliza os nanomateriais
formados. No entanto, a aplicacdo destes sistemas tem sido dificultada pela falta
de reprodutibilidade e pela auséncia de elucida¢do dos mecanismos de sintese
[17].

Neste trabalho nds estudamos a sintese de nanoparticulas de ouro com o extrato
de Coffea arabica utilizando um planejamento fatorial a fim de verificar as
variaveis que interferem no processo e otimizar uma rota de sintese reprodutivel
de nanoparticulas monodispersas. Os nanomateriais foram caracterizados por
técnicas de espectroscopia (UV-vis, RAMAN, FTIR), microscopia eletrénica de
transmissdo, potencial zeta, espalhamento dinamico de luz (DLS) e a

estabilidade também foi investigada pelo parametro de floculacéo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. SINTESE DE NANOPARTICULAS METALICAS

A maioria das fabricacfes em escala nanométrica prossegue por uma das duas
rotas: Top-down e Bottom up. O "Top-down" (de cima para baixo) comeca a partir
de materiais maiores para miniaturizar os recursos até que as nanoestruturas
necessarias sejam alcancadas. Isso pode ser comparado a rocha esculpida,
onde um grande bloco é gradualmente espremido até que a forma e os detalhes
necessarios sejam alcancados. O outro processo é o Bottom-up (de baixo para
cima) que comeca com blocos de construcdo basicos, como pequenas

moléculas ou mesmo atomos e 0s monta na estrutura requerida [19].

A sintese de nanoparticulas em fase liquida € mostrada na literatura por meio de
diversos métodos. Sabendo que cada metodologia possui propriedades
especificas, o coloide formado durante a sintese se resume em quatro

componentes: Agente redutor, precursor, estabilizante e meio reacional.
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A formacao das nanoparticulas ocorre através de dois passos, cujo primeiro € a
reducdo do ion metélico proveniente de um sal do metal que serd o precursor
das nanoparticulas. Para ocorrer a reducéo do céation de ouro pode ser utilizado
diversos tipos de agentes redutores, como o citrato de sddio [20], borohidreto de

sédio [21], &cido ascorbico [22], entre outros.

Existem diferentes precursores metélicos destinados a formacdo de
nanoparticulas, dentre esses podemos destacar o ouro [23, 24], a prata [25, 26],
o ferro [27] e o cobre [28]. Entre os metais utilizados para sintese de
nanoparticulas, o ouro exibe propriedades fisico-quimicas que tem atraido
atencao dos pesquisadores. O ouro € um material inerte e resistente a oxidacao,
0 que permite trabalhar com esse material em processos e dispositivos em

nanoescala [29].

O ouro possui vantagens na sua utilizacdo durante a sintese, mas a escolha do
agente redutor durante o processo de sintese necessita de um controle rigoroso
das variaveis, como pH, temperatura, concentracdo, tempo de sintese, entre
outras variaveis. O processo de sintese de nanomateriais é multifatorial e as
alteracdes nesses parametros, podem causar modificacdes durante a geracao,
formando estruturas diversificadas em tamanho, forma e funcionalizagéo, os
quais interferem diretamente na sua estabilidade. Essa instabilidade ocorre apés
as reducdes dos ions de ouro, formando os atomos que naturalmente tendem a
unir-se formando nanoparticulas e essas por sua vez tendem também a se
aglomerar no processo conhecido como digestdo, onde ha o crescimento das
NP’s. Esse processo ocorre devido a alta instabilidade das NP’s geradas ap0s
a reducédo do ion. Para estabilizar as NP’s, temos que recorrer a alteragdes que
as impecam de se aproximar umas das outras o suficiente para unirem-se
[30,31]. Na Figura 2 é ilustrado trés técnicas de estabilizacdo: estabilizacao

estérica, estabilizagdo eletrostatica e estabilizacdo eletrosterica [32].
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Figura 1. Métodos gerais de estabilizacdo coloidal em solucdo aquosa. (A) Estabilizacédo

estérica; (B) estabilizacéo eletrostética; (C,D) estabilizacéo eletrosterica. Adaptado de [32].

A instabilidade das nanoparticulas de ouro pode também ser identificada pela
alteracdo da coloracdo do coloide, que se modifica de acordo com o estado de

agregacao dos atomos apoés a nucleacao das nanoparticulas.

BN

Quando submetidos a radiacdo eletromagnética, as nanoparticulas sédo
polarizadas devido a um campo elétrico. Este campo elétrico interage com
elétrons livres na superficie da nanoparticula (plasmon de superficie) fazendo
com que eles oscilem em determinadas frequéncias. Quando a frequéncia de luz
é igual a frequéncia da nuvem de elétrons que circunda a nanoparticula, eles
entram em ressonancia. Essas oscilacdes ressonantes sdo conhecidas como
ressonancia plasmoénica de superficie localizada (LSPR — Localized Surface
Plasmons Ressonace). A LSPR pode combinar com as frequéncias de cores no
espectro de luz visivel e absorver essa cor. Em tamanhos pequenos, como
30nm, as nanoparticulas de ouro refletem luz vermelha, dando-lhes uma cor
vermelha. Em tamanhos maiores, como 80nm, as nanoparticulas de ouro
absorvem luz vermelha e refletem luz azul, fazendo com que o coloide seja azul.
Uma vez que o formato é grande o suficiente (> ~ 100nm), a nuvem de elétrons
ird cercar uniformemente todo o nanomaterial, e os fétons de luz ndo poderdo

penetrar na nuvem de elétrons.
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A medida que o tamanho da particula continua a aumentar em direcdo ao limite
de massa, os comprimentos de onda de LSPR se movem para a parte
infravermelho do espectro e os comprimentos de onda mais visiveis séo
refletidos, dando as nanoparticulas uma cor transparente ou translicida. A LSPR
pode ser ajustada variando o tamanho ou a forma das nanoparticulas, levando
a particulas com propriedades épticas personalizadas para diferentes aplicacdes
[33].

2.2. SINTESE VERDE

Sintese verde, sintese biologica e sintese biogénica sdo termos comumente
usados para a sintese ecologicamente correta de nanoparticulas. Normalmente,
as nanoparticulas sédo sintetizadas através de métodos quimicos, fisicos e
bioldgicos. As sinteses fisicas e quimicas possuem consumo intensivo de
energia e as vezes podem envolver substancias quimicas toxicas, enquanto as
técnicas bioldgicas séo rentaveis, limpas, atoxicas e ecologicamente corretas. A
via de sintese biolégica tem sido efetuada, sobretudo, através do uso de

bactérias, fungos, plantas, cianobactérias e actinomicetos [34].

A nanobiotecnologia verde € enriquecida na medida em que utiliza principios da
quimica verde que gera uma nova e interessante exploracdo de metodologias e
técnicas quimicas que reduzem ou eliminam o uso de solventes e reagentes de

produtos toxicos, que sdo nocivos a saude humana e ao meio ambiente [35].

Extratos provenientes de organismos biolégicos podem atuar como agentes
redutores e estabilizantes na sintese de nanoparticulas de ouro. A reducao dos
fons AU*3 por conjuntos de moléculas encontradas nos extratos de plantas, tem
gerado um enorme volume de pesquisas bem-sucedidas utilizando estes

compostos [36-38].

A producdo de nanoparticulas usando plantas ganha atencéo devido algumas
vantagens, como o baixo custo de cultivo, o tempo de produgcao curto, a
seguranca e a capacidade de aumentar os volumes de produgéo tornando as

plantas uma plataforma atraente para a sintese de nanoparticulas [35].
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As plantas que possuem uma grande capacidade de acumulacédo e reducéo de
ions metalicos, sdo capazes de acumular 100 vezes mais metais em
comparagcdo com as plantas ndo acumuladoras, que crescem no mesmo
substratos, uma abordagem conhecida como phytomining. Os metais
acumulados pelas plantas podem ser recuperados apdés a colheita.
Curiosamente, o estudo do processo de bioacumulacdo de metais nas plantas
revelou que os metais sdo geralmente depositados na forma de nanoparticulas.
Por exemplo, Brassica juncea (mostarda) e Medicago sativa (alfafa) acumulam
nanoparticulas de prata de 50 nm (13,6% do seu proprio peso) quando cultivadas
em nitrato de prata como substrato [36]. Além disso, foram detectados
icosaedros de ouro de 4 nm de tamanho em M. sativa [37], e particulas de cobre
semi-esféricas com um tamanho de 2 nm foram observadas em Iris pseudacorus
(iris amarela) [38] cultivados em substratos contendo sais dos respectivos

metais.

Plantas inteiras podem, obviamente, ser usadas para produzir nanoparticulas
metalicas. No entanto, existem certas limitacbes que devem ser levadas em
consideracdo na aplicacdo industrial desta tecnologia. Em primeiro lugar, o
tamanho e a forma das nanoparticulas variam dependendo da sua localizagédo
na planta, o que pode depender de diferencas no contetddo de ions metélicos em
varios tecidos e a subsequente possibilidade de movimentacéo e penetracéo das
nanoparticulas. Esses fatores podem influenciar o nivel de deposi¢cdo do metal
em torno das nanoparticulas e também na perspectiva de novos eventos de
nucleacéo (iniciacdo da formacao de nanoparticulas) [37]. A heterogeneidade do
tamanho e da morfologia das nanoparticulas produzidas com plantas inteiras
pode dificultar a sua utilizacdo em aplicacbes em que sdo necessarios tamanhos
e formas especificas finamente ajustadas. Assim, existe uma incapacidade de
adaptar as nanoparticulas sintetizadas com planta inteira aos requisitos do
mercado. Além disso, a extracdo eficiente, isolamento e purificacdo de
nanoparticulas a partir de material vegetal € um procedimento dificil e

problematico, com baixa recuperagéo.

Nesse sentido, as abordagens in vitro foram ativamente desenvolvidas nos
altimos anos, nas quais os extratos de plantas séo utilizados para a formacéo de
nanoparticulas. Essas abordagens fornecem um controle mais flexivel sobre o
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tamanho e a forma das nanoparticulas (por exemplo, alterando o pH médio e a
temperatura de reacao), além de facilitar a purificacdo. Significativamente, esse
processo ocorre muito mais rapido do que a sintese de nanoparticulas em
plantas inteiras, porque a reacdo prossegue quase que instantaneamente, sem
0 atraso necessario para a absorcéao e difusao de ions metalicos. As abordagens
in vitro foi demonstrada utilizando os extratos a partir de uma variedade de
diferentes espécies de plantas, em combinagdo com uma variedade de &cidos e
sais de metais, tais como cobre, ouro, prata, platina, ferro e muitos outros [38,
39].

Por exemplo, os extratos de Pelargonium graveolens (rose geranium) foram
usados para reduzir os ions de ouro em nanoparticulas de forma icosaédrica e
decaédrica de 20 a 40 nm e estabilizadas [40]. O extrato de Azadirachta foi
utilizado para reduzir o acido tetracloroaurico (HAuCls4) em triangulos de ouro e
hexagonos planos com um tamanho de 50-100 nm [41]. O extrato de folha de
Aloe barbadensis (aloe vera) foi utilizado para produzir particulas In203 cubicas
de 5 a 50 nm de tamanho [42]. Foi demonstrado usando espectroscopia FTIR
gue os metabolitos da planta, como agucares, terpendides, polifendis, alcaloides,
acidos fendlicos e proteinas desempenham um papel importante na reducédo de
ions metdlicos em nanoparticulas e no suporte a estabilidade subsequente
[40,42,43]. Sugeriu-se que o controle sobre o tamanho e a morfologia das
nanoestruturas podem ser conectados a interacdo dessas biomoléculas com
ions metélicos [40]. Varias plantas diferem na concentracdo e composicdo
destes componentes biologicamente ativos. Isso pode explicar em parte a
diversidade morfolégica das nanoparticulas descritas: triangulos, hexagonos,
pentagonos, cubos, esferas, elipsoides, nanofios e nanorods. A diversidade na
morfologia e tamanho das nanoparticulas sintetizadas, a partir de uma variedade
de ions metalicos utilizando extratos de varias plantas, tem sido descrita em

detalhes nas revistes [7,44,45].

Usando a espectroscopia FTIR de nanoparticulas sintetizadas com plantas ou
extratos de plantas, demonstrou-se que os terpenoides sdo frequentemente
associados as nanoparticulas. Os terpenoides desempenham um papel
fundamental na transformacéao de ions de prata em nanoparticulas em reacoes
usando extratos de folhas [46]. Com base nos dados de espectroscopia FTIR,
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foi sugerido [47] que a dissociacdo de um préton do grupo eugenol OH resulta
na formacgéo de estruturas de ressonancia capazes de uma oxidagéo adicional.
Este processo é acompanhado pela reducgéo ativa de ions metélicos, seguida da

formacéo de nanoparticulas.

Os flavonoides sdo um grande grupo de compostos polifendlicos que
compreendem varias classes: antocianinas, isoflavonoides, flavondis,
chalconas, flavonas e flavanonas, que podem quelar e reduzir ativamente os ions
metalicos em nanoparticulas. Os flavonoides contém varios grupos funcionais

capazes de formar nanoparticulas [48].

Existem dados segundo os quais 0s agucares presentes em extratos vegetais
também podem induzir a formacgéo de nanoparticulas metalicas. Sabe-se que 0s
monossacarideos, como a glicose, podem atuar como agentes redutores. Os
monossacarideos que contém um grupo cetona, por exemplo, frutose, podem
atuar como antioxidantes somente quando passados por uma série de

transformacdes tautoméricas de uma cetona a um aldeido [49].

Em geral, o mecanismo de sintese de nanoparticulas metalicas em plantas e
extratos vegetais inclui trés fases principais: 1) a fase de ativacdo durante a qual
ocorre a reducdo dos ions metélicos e a nucleagcdo dos atomos do metal
reduzidos; 2) a fase de crescimento durante a qual as pequenas nanoparticulas
adjacentes se fundem espontaneamente em particulas de tamanho maior, que
€ acompanhado por um aumento na estabilidade termodinamica das
nanoparticulas; 3) a fase de terminacao do processo determina a forma final das
nanoparticulas [50-52]. O processo de formacgéo das nanoparticulas € mostrado

esquematicamente na Figura 2.
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Figura 2. Esquema do mecanismo generalizado de 3 passos para a formacao de nanoparticulas

metalicas. Adaptado de [52]

A medida que a duracdo da fase de crescimento aumenta, as nanoparticulas se
agregam para formar nanoesferas, nanotubos, nanoprismas, nanohexaedros e
uma variedade de outras nanoparticulas de forma irregular [50,53]. Na fase de
formacdo da nanoparticula, as nanoparticulas adquirem a conformacdo mais
energeticamente favoravel, sendo este processo fortemente influenciado pela
capacidade estabilizadora do extrato da planta. Portanto, o processo de reducéo
dos ions metalicos para a formacao de nanoparticulas, é afetado por uma grande
quantidade de fatores; além da natureza do extrato contendo biomoléculas ativas
em diferentes combinacfes e concentracdes, incluem outras varidveis como o
pH da mistura de reacdo, temperatura, tempo de reacdo, concentracdo e

potencial eletroquimico de um ion metalico [7, 54, 55].

O valor de pH de um extrato vegetal, exerce uma grande influéncia na formagéo
das nanoparticulas [56]. Uma mudanca no pH resulta em uma mudanca de carga
nas moléculas naturais contidas no extrato, o que afeta sua capacidade de unir
e reduzir cétions e anions metalicos e no processo da sintese de nanoparticulas
e isso, por sua vez, pode afetar a forma, o tamanho e o rendimento durante a
sintese. No pH 2.0, os ions metéalicos mais acessiveis aparentemente estéo
envolvidos em um menor nimero de eventos de nucleacdo, o que leva a
aglomeracao do metal [57]. Em contraste, demonstrou-se que utilizando extratos
de peras as nanoparticulas de ouro apresentariam formas hexagonais e

triangulares em pH alcalino, enquanto as nanoparticulas ndo se formam a pH
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acidos [56]. No caso de ions de Ag'* e o p6 de tubérculo de Curcuma longa
(acafrdo), um numero substancialmente maior de nanoparticulas de prata &
sintetizado a pHs alcalinos, nos quais 0s extratos podem conter grupos
funcionais de carga negativa capazes de fazer ligacbes e reducdes eficientes

dos ions de prata [57].

A temperatura € outro fator importante que afeta a formagéo das nanoparticulas
em extratos de plantas [58, 59]. Em geral, a elevacdo da temperatura aumenta
a taxa de reacao e a eficiéncia da sintese. Verificou-se que as nanoparticulas de
prata com forma triangular produzidas com a planta Medicago sativa, séo
formadas somente a temperaturas acima de 30 ° C [60]. Além disso, experiéncias
sobre a sintese de nanoparticulas de prata com extratos de Aloysia citrodora
demonstraram que o0 aumento da temperatura de reacéo € acompanhado por um
aumento na eficiéncia da reducao de ions de prata [61]. Em experimentos com
extratos de Cassia fistula, verificou-se que a temperatura também pode afetar a
forma estrutural das nanoparticulas sintetizadas, onde os nanorods de prata sao
formados principalmente a temperatura ambiente, enquanto que as
nanoparticulas esféricas predominam a temperaturas acima de 60 ° C [62]. Neste
caso, acredita-se que temperaturas mais elevadas alteram a interacao
fitoquimica com a superficie das nanoparticulas, inibindo a incorporagcdo de

nanoparticulas adjacentes na estrutura dos nanomateriais.

Este método sintético com extrato de planta ou biomassa exemplifica a aplicacao
promissora dos recursos biolégicos vegetais para sintese de nanoparticulas

metalicas.

2.3 EXTRATO DE Coffea arabica

Neste trabalho utilizamos o extrato de Coffea arabica como agente redutor,
devido a sua composicao quimica e por ser uma bebida que faz parte da cultura
brasileira e exerce um importante papel na economia do estado do Espirito

Santo.
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O Coffea arabica pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea e a espécie
arabica, oriunda de regifes montanhosas, € uma arvore delicada e tem um porte
de 5 a 6 metros de altura e requer clima temperado. A arvore da espécie Robusta
(Coffea canephora) por sua vez é caracterizada por ser muito produtiva e

resistente a doencas [63].

A espécie arabica € considerada economicamente mais importante do que a
espécie canephora. A producdo mundial da espécie Coffea arabica e Coffea
canephora corresponde a 70 e 30% respectivamente [63]. O Brasil € considerado
um importante exportador de café, sendo um dos maiores representantes do
comércio mundial de café e também um grande consumidor do produto [64]. O
café € uma das bebidas mais consumidas no mundo e representa um importante
item no comércio internacional [65,66]. A producdo e o processamento do café
causam um consideravel impacto sécioeconémico em funcdo dos mais de 25

milhdes de empregos gerados em todo o mundo [63].

Além das pesquisas sobre o consumo e a importancia econdmica, outras tém
sido feitas para determinar os componentes do café e suas respectivas funcdes
na fisiologia vegetal dos gréaos, na determinacao das caracteristicas sensoriais e
dos efeitos associados a saude humana, bem como o desenvolvimento de

produtos a partir destas substancias [64,67].

O grado verde de Coffea arabica, dependendo da variedade considerada,
apresentam teores de 8,6 a 12,6% de proteinas, 12,3 a 14,0% de lipidios e 3,5
a 4,5% de minerais. Como parte da composi¢cdo mineral do Coffea arabica
destacam-se Ca, K, Mg, Na, P, Co, Cr, Cu, Fe, Mn e Zn [64]. Além destes
nutrientes, o Coffea arabica também contém fitoquimicos como &cidos fendlicos,
cafeina e melanoidinas. A composi¢cao dos graos verdes de Coffea arabica em
porcentagem de base seca para as variedades Arabica e Robusta corresponde,
respectivamente, a 12 - 18% e 9 - 13% de lipidios, 3,0 - 4,2 % e 4,0 - 4,5 % de
minerais, 5,5 - 8,0 % e 7 — 10 % de acidos clorogénicos, 6 —8 % e 5 -7 % de
oligossacaridios, 50 — 55 % e 37 — 47 % de polissacaridios, 0,9 - 1,2 % e 1,6 -
2,4 % de cafeina. A composi¢cdo de alguns compostos ndo difere entre as
variedades consideradas e correspondem a 2 % de aminoacidos, 11 — 13 % de
proteina e 1,5 — 2,0 % de acidos alifaticos [68].
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O processamento dos alimentos induz uma série de transformacdes bioquimicas
entre elas a reagcdo de Maillard [69]. Entre os produtos dessa reacéo estao as
melanoidinas, polimeros hidrossolliveis de coloracdo parda que representam
uns dos principais componentes da bebida a base de café. Representam 25%
da matéria seca do café, exercem um importante papel no desenvolvimento do
aroma e sabor de alimentos e bebidas e estdo amplamente distribuidas em paes,

carnes, malte, mel, chocolate e café.

Durante a reacdo de Maillard um carboidrato com extremidade redutora
condensa-se com um composto que tenha um grupo amino livre. Durante a
torrefacdo do café, parte dos seus compostos fendlicos sédo incorporados as
melanoidinas [70]. Os &cidos clorogénicos doam um grupo carbonil para as
melanoidinas no primeiro estagio da reacao de Maillard. O interesse sobre esses
compostos tem aumentado devido ao seu efeito antioxidante cujos mecanismos
de acéo sao quelar metais para formar complexos inativos, interromper a reacéo
em cadeia doando um atomo de hidrogénio, reduzindo hidroperéxidos a produtos

nao radicalares e capturando radical hidroxil [65,66,70].

Experimentos da avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de gréos de
café, foram executados a diferentes graus de torrefacao, onde foram obtidas as
torras clara, média e escura. Em relacdo as torras clara e média, apesar da
diminuicdo do conteddo de acidos clorogénicos, a atividade antioxidante foi
maior na torra média (45,2%) do que na torra clara (18,9%) em compara¢ao ao
Coffea arabica in natura. Entretanto, ndo aumentou a atividade antioxidante da
torra escura em relacdo a torra média. Os autores sugerem que a formacgéo de
melanoidinas com capacidade antioxidante ocorre somente em uma fase da
torrefacdo do café. As condi¢des aplicadas na torra escura causam degradacao
parcial de acidos clorogénicos, o que leva a reducao da atividade antioxidante
do grau de torrefagédo escura em relagéo a torrefagdo media [71].

A cafeina € um composto quimico classificado como alcaloide do grupo das
xantinas, € uma metilxantina contida nos graos de café. O contetdo de cafeina
nas sementes da espécie robusta € maior do que nas sementes arabica. O café
da variedade robusta € geralmente usado na fabricacdo de café instantaneo,

enquanto que o Coffea arabica, € usado na obtencéo de café em po torrado [72].
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Os compostos heterociclicos presentes no Coffea arabica é outro grupo de
moléculas com atividade antioxidante importante. J& foram identificados e
quantificados mais de 300 compostos incluindo pirréis, furanos, tiazois, tiofenos
imidazolicos e pirazinas. Esses compostos sdo formados durante a reacédo de
Maillard, tém baixo peso molecular, conferem odor e sabor a alimentos torrados

e apresentam atividade antioxidante [74].

Os beneficios do consumo de café foram avaliados através da identificacdo de
compostos antioxidantes em fracdes obtidas a partir da bebida de café comercial.
A andlise das fracdes por cromatografia gasosa com espectrometria de massa
identificou a presenca de compostos heterociclicos com capacidade antioxidante
incluindo furanos, pirréis e maltol. A inibicdo da lipoperoxidacdo pelas sete
fracOes obtidas a partir da solucdo aquosa foi avaliada pelo método de TBARS
na concentragao de 300 pg/mL e apresentaram porcentagens de inibicdo entre
10 e 90% [74].

As plantas vasculares sintetizam uma grande variedade de moléculas organicas
denominadas como metabdlitos secundarios [75]. Compostos fendlicos estdo
distribuidos em praticamente todo o reino vegetal, podendo ser encontrados em

diversas partes das plantas em quantidades significativas.

Os &cidos fendlicos correspondem a um terco da ingestao diaria de polifendis
cujas principais fontes alimentares sdo as bebidas como vinho, chas, sucos de
frutas (exceto suco de laranja) e café [76-78]. Entre os compostos fendlicos
contidos nas sementes de Coffea arabica estdo o acido caféico, o &cido
clorogénico e outros derivados do acido cafeoilquinico [65]. Estes compostos
também estdo presentes na maca, péra, alcachofra, berinjela e suco de frutas

citricas.

Os acidos fendlicos sdo classificados em cinco grandes grupos, sendo que
quatro destes séo flavonodides e o quinto representa os acidos hidroxicinamicos.
Os acidos clorogénicos séo os derivados hidroxicinamicos mais abundantes e

de maior distribuicdo nos alimentos [77,78].

O grupo dos acidos clorogénicos representa um conjunto de compostos fenélicos

de ocorréncia natural nos alimentos, formado principalmente pela esterificacéo
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do acido quinico com os acidos cinamico, caféico, ferulico ou pelo acido p-
cumarico. O acido caféico € o representante fendlico mais frequentemente
encontrado nos alimentos, tanto na forma livre, quanto esterificado com o &cido
clorogénico (acido 5-o-cafeoilquinico); sua forma mais abundante na natureza

[80].

Entre os &cidos clorogénicos contidos no café, o 5-o-cafeoilquinico é o mais
abundante. O café apresenta em sua composicdo 4,3 - 7,2% de &cidos
cafeoilquinico, 0,3 - 1,2% de feruloilquinico, 0,8 - 2,5% de acidos dicafeoilquinico
[78].

Diversos estudos foram feitos para a determinacdo dos teores de &cidos
clorogénicos no café. O conteudo total de &cido clorogénico na variedade arabica
€ de 55-8,0% e 7,0 - 10,0% na variedade robusta. Segundo Iwai et al. [81], 0
Coffea arabica contém consideravel quantidade de &cidos hidroxicinamicos.

Considerando o grande consumo diério de café por uma significativa parcela da
populacao, este alimento pode ser considerado um dos principais fornecedores

de compostos fendlicos para o organismo.

2.4 ANALISE ESTRUTURAL DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS

A aplicacdo biomédica das nanoparticulas metalicas é provavelmente
dependente de algumas caracteristicas como tamanho, forma e composicao da
superficie. A andlise estrutural da superficie do nanomaterial € fundamental, para

0 sucesso na eventual aplicagao.

As nanoparticulas metalicas consistem em centenas de milhares de atomos.
Tais particulas sdo tipicamente sintetizadas em uma solugcdo contendo
moléculas que podem se ligar a superficie da NP (Figura 3), com um grupo de
cabeca de ancoragem que atado a superficie do nanomaterial e uma cauda
dirigida para longe dela. A condi¢do de equilibrio do nacleo inorgéanico minimiza
a energia da area superficial exposta e a energia especifica das faces. Um
nudcleo poliédrico, que exibe apenas atomos de superficie de alta coordenacgéo e

area ligeiramente mais exposta do que uma esfera, € tipico.
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Figura 3. Esquema mostrando a capacidade de transportar um ou mais agentes na superficie

da nanoparticula metalica. Adaptado de [82].

Se os ligantes de superficie se ligam seletivamente a certas facetas de uma NP
crescente, eles reduzem a energia superficial dessas facetas em relacdo as
outras, gerando uma estabilizagdo ao nanomaterial. A camada de ligantes
também pode bloquear a entrega de novos reagentes para a superficie da NP.
Estes fatores termodindmicos e cinéticos sdo amplamente utilizados para a

sintese de NP’s com formas anisotrépicas [83,84].

A camada superficial que recobre cada faceta da NP pode ser vista como uma
monocamada. Primeiramente preparados e caracterizados na década de 1980,
a camadas que reveste as nanoparticulas serviram de base para a compreensao
da interface organica ou inorganica e fornecem um ponto de partida conveniente
para descrever os ligantes na superficie do nanomaterial [85]. A forte interagcéo
entre os atomos de ouro e de enxofre (~ 2 eV) permite que os surfactantes livres
se liguem firmemente a superficie do metal [86]. Uma interacdo mais fraca de
van der Waals entre as caudas de hidrocarbonetos (~ 0,07 eV por grupo CH2)
estimula a densidade do recobrimento organico [86]. Além deste "modelo
padrao”, os motivos das ligacdes alternativas, incluindo a estrutura de "grampo”

RS-Au-SR, podem ser importantes na baixa cobertura superficial [87].
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As dimensbes nanométricas e a heterogeneidade intrinseca de cada NP
tipicamente expdem vérias facetas com diferentes padrbes de atomos de
superficie, tornam o estudo experimental das superficies das NP’s desafiador.
Atualmente ndo ha nenhuma técnica que forneca reconstrucéo no nivel atbmico
da camada de cobertura NP. Em vez disso, um conjunto de métodos deve ser
aplicado para obter informacao complementares sobre a ligagéo do ligante a NP,
e a estrutura da camada de cobertura e as interagbes entre os ligantes na

superficie e no ambiente circundante [88,89].

Um conjunto de espectroscopias, espalhamento, imagens e técnicas
computacionais tém sido usados para caracterizar as superficies de NP’s. Esses
métodos fornecem informac6es complementares sobre a interface que pode ser
dividida nos seguintes componentes: (i) ligagdes quimicas entre o nucleo do
nanomaterial e os ligantes de superficie, (i) a composicdo e estrutura das
moléculas do ligante e (iii) as propriedades efetivas de toda a camada de
cobertura, como espessura efetiva, densidade e constante dielétrica.

A espectroscopia na regido infravermelha é uma maneira simples e confiavel de
sondar a superficie do nanomaterial, fornecendo informacfes sobre a estrutura
das moléculas do ligante. A largura e a posicdo das ressonancias no
infravermelho, podem ser utilizadas para a investigacdo das conformacdes da
cadeia e a ordem molecular da camada de cobertura [90]. O Espalhamento
Raman é particularmente util para caracterizar os ligantes inorganicos com

atomos pesados, vibrando em baixas frequéncias [89,91].

A disperséo de raios-X de pequeno angulo (SAXS) e a disperséo de luz dinamica
(DLS) foram usadas para estudar a espessura efetiva da camada de cobertura
nanomaterial e sua contribuicdo para o raio hidrodindmico global da particula
[92-94].

Outra ferramenta para a investigacdo da superficie do nanomaterial € a
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), ela permite obter imagens dos
nanomateriais sintetizados, e, em alguns casos, de seus ligantes de superficie,

através da contrastacdo negativa. Uma das principais vantagens das técnicas de
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microscopia € a capacidade de examinar NP’s no nivel de uma anica particula,

revelando aspectos desses materiais.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Otimizar a sintese de NP’sAu com extrato de semente verdes de Coffea arabica

utilizando planejamento fatorial.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as condicdes 6timas de extracdo (solvente e temperatura) de acordo
atividade antioxidante;

Identificar as variaveis que afetam o processo de sintese das NP’sAu com extrato
de sementes verdes de Coffea arabica utilizando planejamento fatorial

fracionado;

Determinar uma rota de sintese otimizada de NP’sAu através do planejamento

fatorial completo;

Caracterizar as NP’sAu em relagao ao tamanho, forma e dispersao, bem como

guanto aos componentes organicos envolvidos na sua estabilizacao;

Analisar a estabilidade das NP’sAu em diferentes condigdes (pH e concentragéo

de sais) visando aplica¢des biolbgicas.

4. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica. Todas
as vidrarias e materiais utilizados foram previamente lavados 3 vezes com

solucdo de 4gua régia (1HNO3:3HCI) e em seguida lavadas 10 vezes com agua
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destilada e secos em temperatura ambiente. A agua ultrapura foi utilizada para
todos os ensaios e preparos de solucbes, obtidas pelo sistema Milli-Q da
Millipore 18Q.

4.1 EXTRATO VEGETAL

A fim de determinar o melhor extrato para ser utilizado no projeto avaliamos a
atividade antioxidante dos extratos etanolicos e aquosos de Coffea arabica

através dos ensaios de atividade antioxidante ABTS.

4.1.1 Preparacgéo do Extrato Vegetal

As sementes de Coffea arabica foram coletadas no estado do Espirito Santo,
municipio de Domingos Martins, em uma propriedade particular (Fazenda de

Pedra Azul), no periodo de verao, abril de 2016

As sementes verdes de Café ardbica foram cuidadosamente lavadas com agua
ultrapura para remocéo de impurezas e depois secas em temperatura ambiente
25 ° C por 16 horas. As sementes secas foram trituradas em um pequeno moinho
elétrico (Di Grano Cadence, MDR302), as sementes em p6 foram transferidas
para uma garrafa de vidro ambar e colocadas na geladeira antes do processo de
extracao.

4.1.2 Extracdes aquosas e etandlicas

O extrato aquoso das sementes secas foi feito com agua ultrapura. Cerca de 10
gramas de semente triturada foi misturada em 100 mL de agua ultrapura. O
extrato aquoso foi aquecido a 25° C, 45°C, 65° C e 85° C, sendo preparado
guatro extratos com as respectivas temperaturas. Cada mistura foi aquecida por
1 hora e mantido sobre agitacao orbital (400 rpm), no baldo de fundo redondo
acoplado com condensador de Graham. Apoés o término do processo, a solugao

foi filtrada com papel qualitativo 3um e com fibra de celulose 0,22 um. O filtro
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com material retido foi colocado na estufa para secagem, apds a secagem do
material foi pesado novamente o papel filtro, e o filtrado foi levado para o freezer
-80 e ap0s 24 horas levado para ser liofilizado (Liofilizador L101 da Liotop®).

Os extratos etanolicos também foi preparado com as sementes trituradas com
aguecimento a 25° C, 45°C, 65° C e 85° C, sendo preparado quatro extratos com
as respectivas temperaturas. Os extratos etanolicos foram preparados através
do mesmo protocolo seguido para a extragdo aquosa, exceto a secagem, feita

com utilizacao da estufa.

4.2 METODOS DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Devido a complexidade da composicdo desse extrato, a separacédo e o estudo
individual de cada substancia antioxidante sédo praticamente inviaveis além de
custosos. Por isso, espera-se dos pesquisadores que venham a ter métodos
rapidos para a determinagdo da atividade antioxidante. Um teste de atividade
antioxidante com base em rea¢des quimicas parece nao ser condizente com
situacdes reais, ainda que existem muitas publicacbes com medida de atividade

antioxidante in vitro [95].
Descrever a técnica 0 processo

Dentre os métodos utilizados o método ABTS ¢é o principal método na avali¢cao

do potencial antioxidante e redutor de extratos vegetais.

4.2.1 Método ABTS

A determinacao da atividade antioxidante pelo método ABTS (2,2- azino — bis —
3- etil — benzotiazolina — 6- 4cido sulfénico) € bastante utilizado e apresenta boa
estabilidade em certas condigfes de analise. O radical ABTS deve ser gerado
por reacgfes enzimaticas ou quimicas, e pode ser solubilizado em meios
organicos e aquosos nos quais a atividade antioxidante pode ser determinada.
[97].
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4.3 BIOSSINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pelo método de oxirreducao
utilizando solucédo de 2,5 x 10 mol.L"* de HAuCls (concentracdo estabelecida a
partir de estudos prévios do grupo) (Sigma-Aldrich). As demais condi¢des
experimentais foram determinadas pelo planejamento experimental abaixo. Apds
cada etapa de sintese o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos
em centrifuga marca Eppendorff modelo 5418. O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi ressuspendido em agua ultrapura.

4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Visando otimizar a sintese de nanoparticulas de ouro com a semente de Coffea
arabica, foi realizado um planejamento experimental utilizando o planejamento
fatorial fracionado 2°! para selecdo das variaveis significativas, e em seguida
um planejamento fatorial completo 32 para otimizacdo da sintese de

nanoparticulas de ouro.

O desenho estatistico de experimentos (DOE) € um procedimento eficiente para
o planejamento de experimentos, para que os dados obtidos possam ser
analisados para produzir conclusdes validas e objetivas. As duas principais
aplicacdes do projeto experimental sdo o rastreio, em que os fatores que
influenciam o experimento sao identificados e otimizados, nas quais as
configuracdes ou condi¢des ideais para uma experiéncia podem ser encontradas
[98,99].

A abordagem usual comeg¢a com um projeto de triagem, incluindo todos os
possiveis fatores experimentais, para selecionar os fatores significativos, para
identificar se a suposicéo de linearidade é ou néo violada e continuar com um

projeto de otimizacdo experimental.
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4.4.1 Planejamento Fatorial Fracionado

Como o numero de variaveis que afetam a sintese dos nanomateriais sdo muitas,
optou-se por selecionar 0s principais niveis para otimizacdo a partir de um

planejamento fatorial fracionado.

Em um experimento, um ou mais fatores sdo modificados deliberadamente para
observar o efeito das mudancas em uma ou mais variaveis resposta. Quando
muitos fatores ou niveis de fatores precisam ser considerados para produzir
dados suficientes, havera uma grande quantidade de experiéncias repetitivas
que precisam ser conduzidos. Isso seria um problema na pratica, devido ao
grande nimero de experimentos. Além disso, os métodos com uma variavel ndo
levam em conta os efeitos interativos entre fatores. Portanto, um método
eficiente de planejamento experimental € fundamental para produzir dados

crediveis.

O planejamento fatorial fracionado foi utilizado na sele¢cdo das principais
variaveis a serem utilizada na otimizagdo. Sendo assim, o planejamento teve
cinco variaveis e 0s niveis foram selecionados com base em pesquisa prévia

sobre a influéncia de cada variavel separadamente.

4.4.2 Planejamento Fatorial Completo

Apos a definicdo das variaveis mais significativas no processo de sintese, 2 delas
foram escolhidas para a otimizagdo. Assim, um planejamento experimental

fatorial completo (3%) com 3 niveis e 2 variaveis foi realizado.

O efeito de cada uma das variaveis selecionadas foi analisado em relacédo a
absorbancia em 530 nm e feito analise estatistica utilizando o software Statistica

12 para verificar quais variaveis foram significativas.
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45 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FiSICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS DE OURO

4.5.1 Espectroscopia de absorgdo no UV-vis

Para obtencdo dos dados de absorbancia do material sintetizado foi utilizado o
espectrofotdometro Evolution® 300 ThermoScientific do Laboratério Multiusuério
de Analises Biomoleculares da Universidade Federal do Espirito Santo —
LABIOM/UFES. A leitura foi feita de 300 a 700 nm com intervalo de 1nm e
velocidade de varredura de 240 nm/min. Como branco foi utilizado agua
ultrapura. O resultado foi expresso por meio de graficos de absorbancia por

comprimento de onda (nm) obtidos pelo software OriginPro 8.0.

4.5.2 Difracéo de raios-X

Para a analise de raios-X, o coloide de ouro sintetizado com o extrato vegetal foi
concentrado por centrifugacado (10.000 rpm, 20 min) e desidratadas por um
sistema speed vac (LABCONCO). Um filme da amostra foi colocado em uma
lamina de vidro e a varredura foi realizada na regiao 20, de 30° a 90°, sendo
0.01° por minuto, com uma constante de tempo de 2 segundos utilizando o
difratdmetro da Phillips PW 1710 (Cu ka radiagéo). As medidas foram realizadas
no Laboratorio de Instrumentacdo do LabPetro da UFES.

4.5.3 Espectroscopia no Infravermelho

Com o objetivo de determinar os grupamentos quimicos e identificar as possiveis
biomoléculas responsaveis pela biorreducdo dos ions Au* das NP’sAu, as
medidas de Espectroscopia de Infravermelho foram realizadas no modo FTIR
(FT-MIR FTLA 2000 Bomem) do Laboratorio de Instrumentacdo do LabPetro da
UFES. Para esta analise o coloide metalico sintetizado e uma amostra do extrato
vegetal de Café foram desidratadas utilizando o speed vac (LABCONCO).
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4.5.4 Espalhamento Raman

Uma gota do coloide metélico foi seca sobre a superficie de vidro e levados para
analise em Espalhamento Raman (ALPHA 300R Confocal Raman Spectrometer)
utilizando fonte de laser de 532 nm e realizado varrimento na regido do numero

de onda de 500-3500 cm™. O extrato vegetal de Café foi utilizado como controle.

455 Potencial Zeta

As medidas foram realizadas no instrumento analisador de particulas Microtac
Zetatrac no Instituto Federal do Espirito Santo — IFES, de Aracruz/ES utilizando

cerca de 2mL do coloide. Os valores foram expressos em mV.

4.5.6 Microscopia eletrénica de transmissao

Para analisar a forma das nanoparticulas foi utilizado um microscopio eletronico
de transmissao JEM-1400, JEOL, USA inc. operado a 120kv. Cerca de 50uL da
amostra foi gotejada sobre uma lamina de vidro até a desidratagdo parcial. Grade
de cobre de 400 mesh contendo um filme de polimero Formvar foram passadas
lentamente sobre a amostra. As grades foram deixadas secar a temperatura
ambiente por 30 minutos. As imagens foram obtidas em diferentes aumentos
(300.000X, 1.000.000X) com o objetivo de obter informagbes sobre a forma, o
tamanho e aglomeracdes. Para determinacdao diametro médio das particulas,

1000 particulas foram analisadas no software Image J.

4.5.7 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

As medidas foram realizadas no instrumento analisador de particulas Microtac
Zetatrac no Instituto Federal do Espirito Santo — IFES, de Aracruz/ES utilizando

cerca de 2mL do coloide.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. EXTRACAO

O rendimento em massa dos extratos aquosos e etanodlicos e suas respectivas
temperaturas sdo apresentados na Tabela 1 e 2. Levando em consideracéo
ambos os solventes utilizados na extracdo, observa-se que 0 extrato aquoso
apresentou um rendimento de aproximadamente 30 % e o extrato etandlico foi

de cerca de 20%, demonstrando aumento na extragao utilizando agua ultrapura.

Tabela 1. Rendimento em massa dos extratos aquosos.

Extrato de C. Massa inicial (g) Fracdo néo Fracéo dissolvida
arabica 10% dissolvida (g) (9)

25°C 10,000 7,163 2,836

45°C 10,000 7,272 2,727

65°C 10,000 7,343 2,656

85°C 10,000 7,377 2,622

Esta diferenca entre os rendimentos das extracfes aquosas e etandlicos neste
meétodo, deve-se ao fato do etanol e da agua terem caracteriscas distintas, o
etanol € uma molécula anfifilica e extrai tanto moléculas com carater apolar
quanto polar, ja a agua extrai moléculas polares [100]. Possivelmente o extrato
aquoso conseguiu extrair maior quantidade de moléculas devido a polaridade da

agua, obtendo rendimento em massa maior que o extrato etandlico .

Tabela 2. Rendimento em massa dos extratos etanolicos

Extrgto de C. Massa inicial (g) Fraqéq nao Fracéo dissolvida
arabica 10% dissolvida (g) (9)

25°C 10,000 8,356 1,643

45°C 10,000 8,069 1,930

65°C 10,000 7,825 2,174

85°C 10,000 7,683 2,316

Os resultados do ABTS neste estudo demonstram que o método extrativo e a
temperatura, influenciaram diretamenta as atividades antioxidantes dos extratos,
porém é preciso levar em consideracado que muitas substancias sao termolabeis

justificando assim a perca da sua atividade antioxidade gerada pelo
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aguecimento, que pode causar modificacdes estruturais irreversiveis em altas
temperaturas, justificando assim o melhor rendimento do extrato aquoso a 25° C
(Figura 4A) [101, 102].

A Extratos aquosos = Extratos etandlicos
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Figura 4. ABTS dos extratos aquosos (A) e etandlicos (B) e suas respectivas temperaturas. Abts

colocar trolox

Este resultado demonstra que o solvente aquoso € mais seletivo para a extragao
dos metabdlitos presentes nos extratos, estudos anteriores identificaram a
presenca de taninos hidrolisaveis, taninos condensados e flavonoides
glicosilados derivados da quercetina e kaempferol, grupos de metabolismo

secundario com carater mais polar [103].

Analisando os extratos utilizando o etanol (Figura 4B), observa — se que os
melhores rendimentos extrativos de moléculas com atividade antioxidante, foram
obtidos em maiores temperaturas. Este resultado demonstra que a medida que
aumenta a temperatura para a obtencéo do extrato final, aumenta a extracdo das
moléculas com atividade antioxidante no café [104]. Quando os compostos sao
quebrados devido a temperatura, € chamado de degradacdo térmica, este
processo possivelmente ocorreu durante o aquecimento do extrato etandlico,
permitindo uma resposta maior da atividade antioxidade pelo método ABTS

(Figura 4B).

O calor também é conhecido por aumentar a solubilidade de muitos compostos
quimicos. Assim, o calor pode funcionar das duas formas simultaneamente para
afetar a extracdo, aceleracdo das reagfes quimicas e aumentando a solubilidade

de certos compostos [105].

39



De outro modo, quando fabricamos café em temperatura ambiente ou
refrigerada, devemos prolongar o tempo de preparagado para obter a "'mesma”
extracdo. Onde no processo de extracao a frio o tempo de processamento deve
ser maior para compensar a temperatura baixa. As moléculas do café exibem
uma solubilidade significativamente diminuida na temperatura ambiente na agua.
Aumentar o tempo de incubacdo em horas, em vez de minutos, permite a
extragdo maxima dos soluveis. Dito isto, devemos notar que as duas bebidas
finais (quente e frio) ndo devem exibir a mesma composicdo quimica. Em
particular, a percepcao sensorial de amargura e adstringéncia do café aumentou
com a temperatura de preparacao [106]. Claro, na realidade a temperatura n&o
pode ser examinada como uma Unica variavel no processo de fabricacéo de café,

tornando assim dificil de estudar.

5.2 ESTUDO DA INFLUENCIA DAS VARIAVEIS SEPARADAMENTE, PARA
CONSTRUCAO DO PLANEJAMENTO FATORIAL

A variacao do pH geralmente tem uma grande influéncia no controle da sintese
dos nanomateriais. Para entender melhor o efeito do pH na formacédo dos
nanomateriais, os valores escolhidos para o intervalo de estudo foram
cuidadosamente escolhidos. Dois conjuntos de produtos quimicos foram
utilizados para variar o pH do extrato, NaOH e HCI. Os diferentes valores iniciais
de pH da solucdo de extrato foram ajustados para 2.4, 4.4, 5.4, 8.4 e 12.4
respectivamente para cada extrato.

Os experimentos realizados nesta faixa de pH (2,4-12,4) demostraram que o pH
acido e alcalino foi relativamente prejudicial para a dispersao e estabilidade,
guando este potencial esta em um intervalo igual ou abaixo de 2,4 e acima ou
igual a 12,4 causa uma instabilidade no sistema de sintese levando a
polidispersdo NP‘s. A resposta da largura de banda a meia altura apresentou a
melhor resposta de monodispersao quando o pH do café foi 5,4 que corresponde
ao pH natural do extrato preparado. A diminuigcdo e o aumento do pH natural

representaram uma perca de monodispersao das NP‘s (Figura 5AB).

40



>

3
i

_— Tt St

;l X

i ‘— pH24
——pH44

3 |——pH54

5 |——pHB4

5 034 | ——pH 124

00 ' v v
300 450 €00 750
‘Comprimento de Onda (nm)

——0,05mg/mL
——0,10 mg/mL
——0,25 mg/mL
——0,50 mg/mL.
—— 1,00 mg/mL
~ g

Absorbancia (u.a)

000

180 350 40 720
Comprimento de Onda (nm)

E ) ——1 minute

=5 minutes
=10 minutes
~———15 minutes
—16 minutes
=17 minutes
o ——18 minutes.
N ——19 minutes
@ s s =20 minutes
Comprimento de Onda nm) | ———25 minutes
——30 minutes
~——32 minutes

Absorbancia (ua)

~——33 minutes
——34 minutes
35 minutes

Absorbancia (u.a)

40 minutes
——45 minutes
——50 minutes
~——65 minutes
180 360 540 720 ——60 minutes
Comprimento de Onda (nm)

039
T
2
s
E 026
H
<

013

000l - r T

180 260 540 T20
Comprimento de Onda (nm)
T o
2
=

054 § :«

Wiml = i
& |\ comprimento de Onda (nm)
H N \ —

\ ——0rpm
g o034 \ 50 rpm
H \ 100 rpm
2 \ 200 pm
2 o2 A\ 400 pm
014 - ~
W w0 40 S0 eo 70 80
Comprimento de Onda (nm)

5 10 15
pH
150+
100
=
g
50+
0 T T 1
0.0 0.5 1.0 15
Concentragao

150

100

50

FWHM
>

0 10 20 30 40
Tempo
100
80
= 60
-
)
20
0 T T T T T ol
0 20 40 60 80 100
Temperatura
75
70
z
65
H
w
60
0 100 200 300 400 500
rpm

Analise isolada da influéncia das variaveis no processo de biossintese de

Agitacao (1,J).

nanoparticulas de ouro utilizando o extrato de Cofffea arabica. Gréaficos apresentando a

influéncia das variaveis pH (A,B); Concentracdo (C,D); Tempo (E,F); Temperatura (G,H);

41



A variacdo da concentracdo do extrato utilizado foi de 0,05mg/mL, 0,20mg/mL,
0,25mg/mL, 0,50mg/mL e 1,00mg/mL todos extratos foram preparados em pH
5,4. E bem sabido que aumentar ou diminuir a concentracdo durante a sintese,
eventualmente influenciara os produtos resultantes. Na investigacdo do efeito da
concentracdo durante a sintese foi observado que concentracdes abaixo ou igual
a 0,05mg/mL né&o apresenta formacao de nanomateriaos no tempo estabelecido
e concentracdo igual ou maior que 1,00mg/mL apresentou nanoparticulas
polidispersas (Figura 5C). Quando a concentracdo durante a sintese é de
0,5mg/mL ha melhora monodispersdo das NP’s , comparando com as outras
condi¢Oes testadas durante a experimentacdo (Figura 5D). Isso implica que um
bom controle durante a sintese pode ser utilizado para obter controle direto sobre
as NP’s. Observando o espectro de UV-Vis do coloide com concentracdo de
0,05mg/mL pode ter como explicacdo a auséncia de pico em 530nm devido o
diametro abaixo da deteccdo do UV-Vis, gerando um espectro como pode ser
revelado na Figuras 5C. O tempo estabelecido n&o foi suficiente para o
crescimento dos nanomateriais em concentracfes igual ou abaixo de
0,05mg/mL. Possivelmente o crescimento acontecera estabelecendo um tempo

maior durante a sintese.

Para investigar a influéncia do tempo durante a sintese, o processo ocorreu na
concentracdo de 0,5mg/mL e o valor de pH de 5,4 em um intervalo de tempo 1
min a 60minutos. A Figura 5 (E;F) mostra a variacdo do tempo durante a sintese
e pode notar-se que o tempo de crescimento € um fator importante para o
controle da sintese. Os resultados indicaram que o crescimento continuo e
constante das nanoestruturas procede até os 35 minutos, apds esse tempo néo

apresenta modificacdes , ou seja, 0 sistema estaria no estagio de equilibrio.

O efeito da temperatura durante a sintese também foi investigado. O intervalo de
temperatura estudada foi de 20°C a 80°C usando uma concentracdo de
0,5mg/mL, pH =5,4 e tempo de 35 minutos. A temperatura de 20°C apresentou
0 espectro de UV-Vis do coloide com uma largura de banda a meia altura baixa,
devido o didametro dos nanomateriais no coloide esté abaixo da detec¢édo do UV-
Vis, gerando um espectro como pode ser revelado na Figura 5 (G;H). As
nanoparticulas a temperaturas igual ou acima de 80 °C apresentou uma maior
polidispersao (Figura 5H).
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Outra variavel estudada foi a agitacéo (rpm) durante a sintese, o intervalo dessa
variavel foi de 0 rpm a 400rpm, mas essa variavel ndo apresentou modificacdes
significativas durante a experimentacdo (Figura 5 (1;J)). A partir da discusséo
acima, podemos dizer que o pH, concentracao, tempo e temperatura controlam
a morfologia dos nanomateriais estudados ao ajustar esses parametros,

podemos compreender e controlar o crescimento das NP’s.

5.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
5.3.1 Planejamento Fatorial Fracionado

Os niveis de cada uma das variaveis e os intervalos de estudo foram definidos
de modo a abranger a resposta minima e maxima de cada variavel (Figura 5).
As sinteses quimicas foram realizadas conforme o estudo da influéncia das
variaveis e o0 espectro de absor¢cdo UV-Visivel foram realizados para
caracterizagdo prévia da amostra. A Tabela 3 abaixo apresenta as variaveis e
os valores dos intervalos de cada uma delas.

Tabela 3. Valores assumidos pelos niveis do planejamento fatorial fracionado.

Intervalo de Estudo

variaveis Baixo (-) Alto (+)
Tempo (min) 20 35
Temperatura (°C) 50 70
pH 2 9
Concentracdo (mg.mL-1) 0,05 0,5
Agitacao (rpm) 0 400

Para melhor compreensdo das etapas do planejamento fatorial fracionado, a
Tabela 4 abaixo apresenta cada uma das 16 sinteses quimicas e suas

respectivas condicoes.
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Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial fracionado das 16 sinteses de nanoparticulas de ouro

com extrato de Coffea arabica.

N° de Variaveis estudadas

ensaio T(fn”i‘rﬁ’)o CO’(’;Z?rtT:ﬁgao pH Tem?oecr;‘t“ra Agitag&o (rpm)
1 20 0,05 2 50 0
2 35 0,05 2 50 400
3 20 05 2 50 0
4 35 05 2 50 400
5 20 0,05 9 50 0
6 35 0,05 9 50 400
7 20 05 9 50 0
8 35 05 9 50 400
9 20 0,05 2 70 0
10 35 0,05 2 70 400
11 20 05 2 70 0
12 35 05 2 70 400
13 20 0,05 9 70 0
14 35 0,05 9 70 400
15 20 05 9 70 0
16 35 05 9 70 400

As variaveis estudadas foram tempo (min), temperatura (°C), pH, concentracéo
do extrato (mg.mL-1) e agitacdo (rpm) tendo como resposta 0 comprimento de
onda maximo (A max), largura de banda a meia altura (FWHM), area abaixo da

curva (600 a 800nm), delta lambda (A A) e absorbancia maxima.

Os efeitos de cada uma das variaveis selecionadas foram analisados em relacéo
as respostas de largura de banda a meia altura (FWHM), area abaixo da curva,
delta lambda (A A) e absorbancia maxima. Ultilizando como ferramenta o
programa computacional STATISTICA verséo 10.0. Os dados de entrada usados
foram resultados obtidos pelo espectro do UV-vis das amostras produzidas. A
andlise de variancia (ANOVA) dos dados foi realizada, sendo os valores
considerados significativos quando p<0,05. Os valores mais significativos das
variaveis independentes foram descobertos através da realizacdo da andlise do
ANOVA, sendo assim possivel descobrir qual resposta estaria causando mais
influéncia durante o processo de sintese. A fim de verificar a influéncia das
variaveis apresentadas na Tabela 5, a analise de variancia (ANOVA) demonstra
gue a absorbancia maxima, teve a resposta mais significativa para o pH e
temperatura durante o processo de sintese de hanomateriais utilizando o extrato

de café.
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O diagrama de Pareto (Tabela 5) € apresentado a fim de permitir uma facil
visualizacdo e identificacdo das variaveis que afetaram a sintese de
nanoparticulas metalicas (p< 0,05). As demais variaveis podem ser
desprezadas, uma vez que o efeito calculado pode ser negligenciado com 95 %

de confianca.
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Tabela 5. ANOVA e gréfico de Pareto para sintese de nanoparticulas de ouro utilizando
planejamento fatorial fracionado 25! analisados em relacdo as respostas de: Largura de banda
a meia altura (FWHM) (A, B); Delta lambda (A A) (C, D); Area abaixo da curva (E, F); Absorbancia
maxima (G, H).

A B
pH Va7
VARIAVEIS SS DF MS F P
TEMPO (min) 33,03611 1 33,03611 0.0317 0862242 Concentragio (mg/ml)
s TEMPERATURA (°C) 334,888 1 334,888 0321346 0,583299
< PH 1976,102 1 1976102  1,896196  0,198546 Temperatura (°C) J”m“’
T | CONCENTRACAO mgimi) 16,0634 I 1660634 0,159348  0,698149
AGITAGAO (RPM) 53,8549 1 53,8549 0,051677 0,82475 o -
18 > > 2 Agitagao (rpm 3%
ERROR 104214 10 1042,14 gitagdo (rpm) | g
TOTAL SS 12985,35 15 Tempo (min) L~
e
C D
i Tempo (min) : 8630913
VARIAVEIS ss DF MS F P
TEMPO (min) 612,5625 1 612,5625 0744927 0,40831 Temperatura (°C) —
TEMPERATURA (°C) 473,0625 1 473,025 0575283 0465667 .
< pH 473,0625 1 4730625 0575283 0465667 onl
< | CONCENTRACAO (mgiml)  264,0625 1 2640625 0321122 0,583428
AGITACAO (RPM) 22,5625 1 22,5625 0027438 0871738 z [ ]
ERROR 8223,125 10 8223125 Concentracio (ma/mi) | ="
TOTALSSS 10068,44 15 Agitaco (rpm) j _—
p=,05
© E F I
E . Temperatura (°C) - | 10783
3 VARIAVEIS ss DF MSs F P | —
e TEMPO (min) 613491 1 6134907 0999918 0340912 concentragio (mg/ml). s
5 TEMPERATURA (°C) 710735 1 7107352 1,158415  0,307075
o pH _ 509209 1 5092090 0829951 0383721 agitago (rpm) |-+
5 | CONCENTRACAO (mgmL) 657758 1 6577577 1072068  0,324868 | .
‘© AGITACAO (RPM) 638025 1 6380253  1,039907  0,331880 T N .
2 ERROR 6135410 10 6135410 b, {6nin)
i TOTAL SS 9264628 15 ot L
o | =
S
L p=,05
® VARIAVEIS ss DF MS F P |-
£ TEMPO (min) 0,000504 1 0,000504 0022778 0,883036 Temperatura (*C) |
o~ TEMPERATURA (°C) 0,027861 1 0,027861 1260384 028781 =
® pH 0,48818 1 0,48818 22,08453  0,000842 Concenitracio (me/m) ==
€  [CONCENTRAGAO (mgmL)  0,008653 1 0,008653 0391463 0,545545 O
. AGlTAC;\O (RPM) 0,001876 | 0,001876 0,084877 0,776747 .
2 ERROR 0,221051 10 0,022105 Agitagdo (rpm) j"“m‘
< TOTAL SS 0,748124 15 F
Tempo (min) 1562384
p=,05

* As variaveis significativas sdo apresentadas em vermelho; SS — Soma dos quadrados; DF
— Grau de Liberdade; MSQ — Quadrados das Médias; F — Teste F; P — Valor de p.

O diagrama de Pareto (Tabela 5) é apresentado a fim de permitir uma facil
visualizacdo e identificacdo das varidveis que afetaram a sintese de
nanoparticulas metalicas. A significancia dos dados é avaliada quando seu valor
de p € menor que 0,05. Nos resultados a variavel resposta absorbancia maxima
demonstrou pelo Anova e Pareto (Figura 6A), que o resultado mais proximo de
zero seria a temperatura e o pH, sendo essas as variaveis que mais causaram

alteracdes no processo de sintese. Para um nivel de confianca de 95%, o valor
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de p deve ser inferior ou igual a 0,05 para que o efeito seja estatisticamente
significativo. O gréfico de Pareto € utilizado para determinar a magnitude e a
importancia dos efeitos. No grafico de Pareto, as barras indicam os efeitos das
variaveis e as que cruzam a linha de referéncia que esta em 0,05 séo
estatisticamente significativas. Desta forma, os parametros: Temperatura e pH
foram as variaveis que mais interferiram na etapa de triagem. Por conseguinte,

foram selecionados para otimizacgé&o utilizando o planejamento fatorial completo.

5.3.2 Planejamento Fatorial Completo

O planejamento fatorial fracionado permitiu identificar os fatores que afetam a
resposta. Uma vez que os fatores importantes foram identificados, nesse caso a
temperatura e o pH, o proximo passo é determinar as configuracbes desses

fatores que resultaram no valor ideal da resposta.

As sinteses para o planejamento fatorial completo foram realizadas conforme os
resultados obtidos pela anélise estatistica das variaveis trabalhadas (Tabela 5),
e 0 espectro de UV-visivel foi realizado para caracterizacédo prévia da amostra
(Figura 7).

Visando avaliar o melhor processo de reducao foi realizado um planejamento
fatorial completo 32 com trés pontos centrais. A Tabela 6 apresenta as condicdes
experimentais e os resultados de cada sintese. As variaveis estudadas foram pH

e temperatura do extrato, tendo como resposta a absorbancia maxima.
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Tabela 6. Matriz do planejamento fatorial completo das 11 sinteses de nanoparticulas de ouro,

com extrato de Coffea arabica.

Variaveis estudadas

n° de ensaio pH Temperatura (°C)
1 3,4 30
2 5,4 30
3 7,4 30
4 3,4 50
5 5,4 50
6 7,4 50
7 3,4 70
8 5,4 70
9 7,4 70
10 5,4 50
11 5,4 50

A absorbancia maxima foi utilizada como variavel resposta, visto que para

nanoparticulas metélicas, este parametro esta relacionado com o rendimento na

formacao das nanoparticulas num sistema coloidal. A Figura 6 abaixo apresenta

0s espectros de absorcdo de UV-Visivel das 11 sinteses quimicas de acordo o

planejamento fatorial completo e como observado indica a formacdo de

nanoparticulas de ouro com a variagdo na absorbancia maxima, pois se observa

alteracdes na altura do pico plasmonico referente a sintese de nanoparticulas de

ouro.
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——pH 3,4 30°C
——pH 5,4 30°C
——pH 7.4 30°C
——pH 3,4 50°C
——pH 5,4 50°C
——pH 7,4 50°C
——pH 3,4 70°C
——pH 5,4 70°C
——pH 7,4 70°C
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Figura 6. Espectroscopia de absor¢do no UV-Visivel da sintese de nanoparticulas de ouro a

partir do planejamento fatorial completo utilizando extrato de café como agente redutor.

A avaliacdo do melhor processo de reducédo foi realizada utilizando um
planejamento fatorial completo 32 com trés pontos centrais. Como se verifica na
Tabela 7, as variaveis estudadas foram pH e temperatura do processo de
sintese, tendo como resposta a absorbancia méaximo, que é apresentada

juntamente com as condi¢cGes experimentais e os resultados.
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Tabela 7. Resultados do planejamento fatorial completo das sinteses de nanoparticulas de ouro

sintetizadas com extrato de café. A variavel resposta utilizada foi o Absorbéancia maxima.

Condicdes de Reacao — Sintese com Extrato de Coffea arabica

n° de ensaio Varidveis estudadas Resposta
pH Temperatura (°C) Abs. Maximo
L 3,4 30 0,20245
2 5,4 30 0,18745
3 9,4 30 0,38238
4 3,4 50 0,54951
5 5,4 50 0,62677
6 9,4 50 0,6062
! 3,4 70 0,53067
8 5,4 70 0,60161
9 9,4 70 0,56172
10 o,4 50 0,65953
11 5,4 50 0,6085

A figura 7 apresenta o grafico de superficie resposta do planejamento fatorial
completo (figura 7A), diagrama de Pareto (Figura 7B), influéncia de cada uma
das variaveis analisadas (Figura 7CD).

O gréfico de superficie resposta (Figura 7A) mostra a interacdo entre as duas
variaveis analisadas (temperatura e pH) para obter a resposta 6tima. O valor
otimo da resposta pode ser um valor maximo ou um valor minimo, dependendo
do produto ou processo em questdo. Por exemplo, se a resposta em um
experimento for o rendimento de um processo quimico, entao o objetivo pode ser
encontrar as configuracdes dos fatores que afetam o rendimento para que o
rendimento seja maximizado. Por outro lado, se a resposta em uma experiéncia
for o niumero de defeitos, o objetivo seria encontrar as configuracfes de fator que
minimizem o namero de defeitos. As metodologias que ajudam o experimentador
a alcancar a meta de resposta ideal sdo referidas como métodos de superficie
de resposta. Esses métodos sdo usados exclusivamente para examinar a

"superficie", ou a relacdo entre a resposta e os fatores que afetam a resposta.
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Temperatura (°C)(L) 3.437047
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Figura 7. Grafico de superficie resposta das nanoparticulas sintetizadas com café e absorbancia
(530nm) em funcdo das varidveis (A); Digrama de Pareto indicando as variaveis que foram
significativas no processo (B); Influéncia do pH em relagdo a variavel resposta absobéancia

méaxima (C); Influéncia da temperatura do extrato em relagdo a variavel resposta absobancia
maxima (D).

No gréfico de Pareto, a temperatura representa o fator com a maior influéncia
estatisticamente significativa (Figura 7B). Essa resposta pode ser representada
devido a temperatura cruzar a linha de referéncia que esta em 0,05. Ao
analisarmos a influéncia do pH, verificamos que a medida que o pH muda de 3,4
para 5,4 ocorre um evidente aumento na absorbancia maxima, e ao aumentar o
pH para 7,4 ocorre uma pequena diminuicdo da variavel resposta (Figura 7C) e
em relacao a temperatura observamos que quando alteramos a temperatura de
30 °C para 50°C, ocorre aumento na absorbancia maxima e temperatura acima
de 50° C, causa uma diminuigéo baixa na absorbéancia maxima, como pode ser
observado na Figura 7D, onde a temperatura € de 70°C. A partir desses dados

podemos inferir que, para esse sistema, em pH 5,4 e temperatura de 50 °C
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teremos maiores valores de absorbancia maxima, essas condi¢des corresponde

ao ponto médio do planejamento fatorial Tabela 6.

Muitas vezes, o0 objetivo da pesquisa € identificar condicbes em que a resposta
€ Otima, ndo para caracterizar toda a superficie de resposta. Para tal objetivo,
uma estratégia experimental precisa apenas determinar as combinagfes de
fatores que otimizam a resposta. E possivel encontrar o rendimento maximo
devido os resultados obtidos pelo grafico de contorno demonstrar
representativamente (Figura 8) e os dados retirados pelos espectros (Figura 6)

demonstrarem numericamente a melhor resposta (Tabela 8).

19
6,0
T
j= 8
4.5
Bl -06
Bl <055
Bl <045
[1=<035
30 [ 1<025
' B <015
25 40 a5 70 B <005
Temperatura (°C) Bl <-005

Figura 8. Gréfico de contorno demonstrando a condi¢édo 6tima de sintese, utilizando a reposta
do planejamento fatérial completo.

Para validar o modelo estatistico utilizado, uma nova sintese de NP’sAu foi
realizada com as condi¢cdes otimizadas preditas (temperatura 57,848°C e pH

8,992) conforme mostradas no grafico de contorno e na Tabela 8. Os resultados
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podem ser visualizados no grafico de UV-Vis conforme Figura 9. Foi verificado
que o ponto 6timo predito possui maiores valores de absorbancia maxima e
menor largura de banda do que o ponto médio (melhor condigdo avaliada),
confirmando o ajuste do modelo. Pode-se afirmar também que o planejamento
estatistico fatorial € uma ferramenta util para a otimizacdo das variaveis que

afetam a sintese verde.

535 nm
0,52 -
Ponto Médio
’ Ponto Otimo Teodrico

0,39 -
8
Q
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(44
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Figura 9. . Espectroscopia de absor¢do no UV-Visivel da sintese de nanoparticulas de ouro do

ponto médio do planejamento fatorial completo e do ponto 6timo.

7 by

O objetivo € encontrar a combinacdo de condicbes associados a resposta
Otima sem avaliar todas as possiveis combinacdes de fatores da superficie de
resposta. Um projeto fatorial completo permitiu encontrar a combinacédo de pH e
temperatura 6timo para obter a melhor resposta (Tabela 8) durante o tratamento

experimental.
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Tabela 8. Combinacéo de pH e temperatura para obtencdo do ponto 6timo teérico

Variaveis Minimo Condicdo Otima Maximo
Temperatura (°C) 30 57,848 70
pH 3,4 8,992 7,4

Vérios pontos de resposta foram avaliados durante a comparacao entre o ponto
médio do planejamento fatorial completo e ponto 6timo estatisticamente. O
resultado demonstrou que o ponto 6timo causa melhora na FWHM, absorbéancia
méxima e area abaixo da curva e ndo causa alteracdo no lambda méaximo

(Tabela 9), influenciando positivamente os resultados.

Tabela 9. Comparacao entre as variaveis resposta do ponto médio e do ponto 6timo tedrico.

. Respostas
Ensaios - - -
FWHM A maximo Abs. Max Area abaixo da curva
Ponto Médio 71,52629 540 0,71749 14,62047
Ponto Otimo Teorico 66,4522 540 0,76282 12,83409

54 CARACTERIZAC}AO ESTRUTURAL DAS NANOPARTICULAS DE OURO
5.4.1 Microscopia eletronica de transmissao

As Nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato de café obtiveram diametro
médio de 13,87 nm conforme contagem de 1000 nanoparticulas obtidas por

microscopia eletronica de transmissao (Figura 10A).
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Figura 10. Histograma mostrando a distribuicdo gaussiana de diametro (A) e a razdo de aspecto
(RA) de 1000 particulas obtidas por imagens feitas de microscopia eletronica de transmisséao (B);

Imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissao (C).

A forma esférica predomina ao observar a imagem de MET dos nanomateriais
(Figura 10C), também pode ser verificada a esfericidade das nanoparticulas com
os dados da raz&o de aspecto (RA) obtidas pela medicdo de 1000 nanoparticulas
obtidas por imagens de MET (Figura 10B). A RA é calculada dividindo o diametro
maior pelo didmetro menor. Valores proximos de 1 indicam a esfericidade e

valores mais afastado de 1, indicam formas mais alongadas e nao esféricas.

5.4.2 Difracdo de Raios-X (DRX)

A natureza cristalina das AuNP‘s foi confirmada por analise de DRX. Os quatro
picos de difragdo intensos foram observados a 20, sendo os valores encontrados
de 38,31 °, 44,45 °, 64,64 ° e 77,73 °, correspondente ao (111), (200), (220), e
(311) de reflexdo do ouro metalico cristalino, respectivamente (Figura 11). Um
forte pico de difracdo (200) sugere que este padrao é a orientacdo predominante
de AuNP’s. A concentragao foi determinada por ICP-MS e o resultados foi de
34,4695 mg/L de Au.
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Figura 11. Difratograma de raios-X das NP’sAu.

5.4.3 Espectroscopia no infravermelho

A Figura 12 mostra os espectros de FTIR do extrato do café e das NP’s apds a
reducdo do HAuCls, respectivamente. A presenca de uma variedade extensa de
compostos como hidratos de carbono, minerais, cafeina, proteinas, e lipidios,
gue em sua maioria absorvem na regido de 1500-900 cm-1, faz com que as
bandas de absorcéo se sobreponham, dificultando a interpretacéo dos espectros
[107].

As atribuicbes das absorc¢des da (Tabela 9) podem estar associadas aos acidos
clorogénicos, compostos aromaticos, acidos graxos, carboidratos, dentre outros

componentes especificos de amostras de café.
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Tabela. 10. Espectros de FTIR das amostras de café Arabica

Bandas (cm-%) Atribuicdes

1680 Estiramento da ligacdo C=0 de compostos aromaticos
aldeido ou cetona

1380 Estiramento da ligacdo C=C

1265 Dobramento C-H no plano

1043 Deformacéo C-O

811 Curvatura C-H fora do plano

760 Alongamento C-X (X =F, Cl, Brou I)

E possivel notar visualmente uma diminuicdo acentuada na absorbancia da

banda na regido de 1743 cm, indicativa de carbonila de ésteres [108, 109].
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Figura 12. Espectro de infravermelho do extrato de café e do coloide de NP’sAu.

Nesta abordagem, a presenca da banda forte entre 1550 e 1750 cm-1 em
espectros pode ser atribuida a molécula de cafeina, enquanto que uma forte
banda de absorcdo entre 1150 e 1300 cm-1 é atribuivel ao acido clorogénico
[110, 111]. Este novo perfil € possivelmente devido ao processo de reducéo de
oxidacdo para a formacéo de Au®, que pode ocorrer entre moléculas polifenélicas

que reduzem Aus* por alcoois fendlicos [113] ou grupos carboxilicos; ou pela
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instabilidade térmica de alguns dos componentes do extrato, como &acidos

clorogénicos e lactonas [112].

No que diz respeito a sensibilidade térmica da cafeina, alguns estudos
demonstraram que ndo ha mudancas significativas devido a processos térmicos
extremos, portanto, geralmente € observado um aumento relativo do teor de
cafeina ap0ds o tratamento térmico de graos de café [112]. Assim, extrapolando
a informacéo para o presente estudo, essas evidéncias foram confirmadas.
Observa-se que os dois picos possivelmente devido a presenca de cafeina, 1638
e 1598 cm-1 (parcialmente sobrepostos), foram menos influenciados pelo
processo de sintese em relacdo a outras regides, deslocamento de 1638 para
1632 e 1598 para 1520. Em contraste, observou um grande aumento na
intensidade dessas bandas apds o processo de sintese. O intervalo
possivelmente atribuivel aos acidos clorogénicos (1150-1300 cm™t) apresentou
grandes modifica¢cdes com reducdo e ampliacdo das bandas ap0s a sintese. Os
picos absorvidos em freqiiéncias vibratérias préximas a 1044 cmt também
podem estar associados a extensdes das ligacdes C-C presentes na molécula

de cafeina e outros alcal6ides [113].

Um estudo desenvolveu um possivel mecanismo de reagdo entre o ouro (AusY)
e o acido clorogénico mediado pela porcdo de acido quinico [113]. Depois de
serem oxidados, eles também observaram um espectro "dramaticamente
alterado” com deslocamento previsivel da banda de OH. A preservacdo das
fortes bandas de absorcdo entre 1400 e 1000 cm! observadas pelo estudo
mencionado nao foi observada na andlise FTIR deste estudo. Aqui, apareceram
bandas altamente condensadas e algumas bandas eliminadas apds o processo
de sintese nesta regido. Essa divergéncia pode ser atribuida a maior variedade

de componentes no extrato vegetal em relacéo ao estudo comparativo.

O infravermelho consiste em uma radiagcdo de baixa energia e sua principal
aplicabilidade é verificar as caracteristicas dos trechos e deformagfes causadas
por radiagdo em um determinado produto quimico. Assim, embora tenha sido
possivel observar mudancas em grupos funcionais importantes, estes
mostraram as caracteristicas de qualquer ambiente em que as nanoparticulas

foram inseridas. Entdo, a caracteristica real da coordenacdo quimica das
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nanoparticulas ndo pode ser revelada apenas pelo infravermelho, fato que nos

motivou a usar a Espalhamento Raman.

5.4.4 Espalhamento Raman

O espectro Raman obtido mostrou alta intensidade para moléculas irradiadas.
Isto é devido a excitacdo produzida pelo campo elétrico aprimorado da radiacao
emitida pela superficie metélica, o que permite verificar quais estruturas estdo
diretamente conectadas as particulas. Ao contrario do espectro infravermelho,
os espectros de Raman melhorados pelo efeito fornecido pelas nanoparticulas
de ouro podem identificar o grupo quimico estabilizador sem detectar os outros

grupos eventualmente presentes no meio.
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Figura 13. Espalhamento Raman de superficie nanoparticulas de ouro e do extrato de café.

Assim, os espectros produzidos pela dispersao de Raman reduziram o NP’sAu
e o extrato de café liofilizado apresentaram modos intensos de alongamento com
nimero de onda préximo de 1350 e 1590 cm, que correspondem a
estiramentos de carboxilatos simétricos e assimétricos, respectivamente (Figura

13). A banda em 683 cm, pode pertencer a cafeina, devido outro estudo
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demonstrar um duplo duplete médio para a cafeina visto em 643 e 741 cm™ [115].
Nos comprimentos de onda menores, especialmente em 197 nm, ocorria o
problema de queima do café, sob agcédo do laser. Isto também é um problema
para a analise em Raman, visto que é importante ndo se destruir a amostra para

obtencéo dos resultados confiaveis.

Estes resultado vem confirmar que os componentes do extrato esta criando uma

espécie de camada de revestimento, funcionalizando as NP’s.

5.4.5 Espalhamento da Luz Dinamico (DLS) e Potencial Zeta

A Figura 10A representa o diametro das nanparticulas de ouro utilizando o
extrato de café, enquanto a Figura 14A mostra nanoparticulas com uma escala
de diametro diferente. Esse resultado ocorre devido a disperséo de luz dinamica
ser empregada para medir o diametro hidrodinAmico das suspensdes de
nanoparticulas. Os valores diferentes dos mesmos nanomateriais é explicado
pela nuvem formada por moléculas provenientes do extrato vegetal, a ligacao
dessas moléculas a superficie do nanomaterial gera um diametro hidrodinamico
maior. E possivel visualizar o extrato no entorno das particulas, como resultado
da contrastacdo negativa prévia com acetato de uranila (Figura 14(B;C)). Esse
procedimento foi realizado com o intuito de comprovar visualmente a adsorgao
do extrato. A a diferenca entre o didmetro médio obtido por microscopia
eletrbnica de transmisséo ( em torno de 14 nm) e por DLS (em torno de 500 nm)
leva a confirmacdo da adsorcdo, visto as diferencas devido ao raio
hidrodinamico, como pode ser visto na Figura 14(B;C).

O resultado do potencial zeta apresenta a estabilidade do coloide que esta
diretamente relacionada ao potencial de superficie das nanoparticulas que sofre
influéncia das mudangas na interface com o meio dispersante em raz&do da
dissociacao de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcéo de

espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersao [116]

60



O

A o , . : B
N ; : : :

80
703
604
50
40
30
20
103

Frequéncia %
Zeta potential
(mV)

Tamanho (hanémetro) =
Figura 14. Grafico de DLS das nanoparticulas em funcao da frequéncia de tamanho (A). Imagem
obtidas ap6s a contrastacdo do material com acetato de uranila, sendo possivel observar a
presenca do extrato no entorno das particulas, confirmando a resposta do DLS (B, C). Potencial
zeta da disperséo da condi¢éo 6tima de sintese (D).

As AuNP'’s sintetizadas com o extrato de café na condicao 6tima, apresentou um
potencial zeta de aproximadamente +28 mV (Figura 15D). Este potencial
demostra que as nanoparticulas possuem instabilidade incipiente [117]. Uma
explicacdo para o valor positivo do potencial zeta das particulas protonadas € a
adsorcao de biomoléculas protonadas.

5.4.6 Estudo de estabilidade das nanoparticulas

Em seguida, investigamos a estabilidade pelo parametro de floculacdo das
nanoparticulas de Au sintetizadas com café. Sendo assim, o efeito do pH e do
NacCl foi avaliado sobre as nanoparticulas funcionalizadas com o extrato de café.
Existe uma grande importancia em fazer esses ensaios, devido o0s testes
biologicos envolverem alteracfes de pH e sais do meio para executar o teste de
interesse.

Para o ouro coloidal num meio agquoso, isto ocorre em torno de 520 nm. No
entanto, se as particulas coloidais agregarem tal que a distancia entre as esferas
de agregacao torne-se pequenas em comparagao com 0 Seu raio, ressonancias
adicionais ocorrerdo em comprimentos de onda maiores do que particulas
individuais [118].

Isto resulta em um deslocamento para o vermelho e um alargamento do espectro

de absor¢cdo. Com base nesta observacdo, um "parametro de floculacdo" foi
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definido por Weisbecker [119] e mais tarde modificado por Maya [120] como a
integral do espectro de absor¢cao entre 600 e 800 nm, como uma medida semi-

quantitativa da agregacéao.

A solucdo de NaCl foi utilizada em determinadas concentracdes conforme a
Figura 15B, para estudamos seu comportamento de floculacdo. As
nanoparticulas de ouro de aproximadamente 14 nm que apresenta aumento da
area entre 600 e 800 nm Figura 15A, quando a concentracdo de sal do coloide
€ de 200mmol/L Figura 15B. Devido ao efeito de triagem do NaCl, a repulsdo
eletrostatica das nanoparticulas de Au € minimizada para causar floculacdo, o
que acompanhou o deslocamento da banda de ressonancia plasméatica de 524
para 691 nm em 200mmol/L Figura 15A. O aumento da concentragédo de NacCl
para 200mmol/L é demonstrado claramente pelo grafico de UV-vis, visto que
ouve o deslocamento do lambda maximo. Isso mostra que os dados apresentam
concordancia entre si, pois 0 aumento do lambda maximo é indicativo de reducéo
da estabilidade, conforme apresentando na Figura 15A. Tais dados concordam

com os ensaios feitos nas mesmas condicdes em analise de UV-vis.
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Figura 15. Espectro de absor¢do mostrando o coloide de NP‘sAu com extrato de café na
formulagdo otimizada, em diferentes concentragées de NaCl (A). Grafico demonstrando o grau

de floculacao, a partir do aumento da area entre 600 e 800 nm (B).

Ja em relacéo a variacdo de pH, quando o meio coloidal esta com pH 1 e 3, ou

seja, mais acidificado resultaram em maior instabilidade do sistema coloidal,
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indicando maior area embaixo da curva no intervalo de 600 e 800nm por levarem

a maior agregacao das particulas (Figura 16 A) .
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Figura 16. Espectro de absor¢do mostrando o coloide de NP‘sAu com extrato de café na
formulacédo otimizada, em diferentes pH (A). Grafico demonstrando o grau de floculagao, a partir
do aumento da area entre 600 e 800 nm (B).

As NP‘sAu permaneceram estaveis na faixa de pH avaliada de 5 a 13, conforme
evidenciado pelo parametro de floculagdo (Figura 16B). A instabilidade
apresentada pelos demais pHs (1 e 3) pode ser explicada pelo fato de que o
pKa da superficie metélica ser alterada nesse intervalo de pH, assim, a repulsao

eletrostatica entre particulas nessa faixa de pH é reduzida

6. CONCLUSOES

Um conjunto de experimentos avaliando o tipo de solvente e temperatura foi
realizado e a extracdo aquosa de sementes verdes de Coffea arabica a 25 °C
apresentou maiores valores de atividade antioxidante (88,05) e por isso foram

utilizadas para a sintese de nanoparticulas de ouro.

Um estudo detalhado envolvendo cinco variaveis (tempo, temperatura, agitacao,
pH e concentracédo dos reagentes) foi realizado com um planejamento fatorial

fracionado 2°! sendo possivel identificar as variaveis que mais influenciaram no
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processo de sintese verde de NP’Au com extrato de Coffea arabica, sendo elas

a temperatura e o pH.

Com o intuito de otimizar as condi¢cbes reacionais, um planejamento fatorial
completo 32 foi realizado e possibilitou a determinacéo dos valores 6timos para
a sintese de NP’s com alto rendimento. Uma reacdo com os valores 6timos
preditos foi realizada em bancada e 0s nanomateriais sintetizados
apresentaram-se monodispersos, quase-esféricos (RA ~1,17) e com boa
estabilidade (+28 mV). Além disso, foi possivel comprovar a adsorcéo do extrato
de Coffea arabica na superficie das NP’Au, utilizando diferentes técnicas como
MET, DLS, FTIR e Raman. Visando aplicacbes em sistemas biologicos, o
parametro de floculagdo foi avaliado e as NPs mostraram se estaveis em uma

ampla faixa de pH (5 a 13) e forc¢a i6nica (0,05 a 100 mmols.L-1 NacCl)

Por fim, a reprodutibilidade alcancada com os resultados deste trabalho
possibilita a sintese controlada e de alto rendimento de nanoparticulas metélicas
com extratos vegetais, abrindo assim, novas perspectivas para um largo

espectro de aplicacoes.
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Resumo

A sintese verde de nanoparticulas metalicas vem se tornando incrivelmente popular,
principalmente por minimizar problemas de contaminagao ambiental e ser capaz de
reduzir, estabilizar e potencialmente funcionalizar o nanomaterial. Entretanto, a falta de
reprodutibilidade e a escassez de informacdes sobre os mecanismos de controle durante
a sintese tem inviabilizado sua aplicacdo. Desta forma, este trabalho propos a
investigacao dos principais mecanismos que afetam o controle da sintese, utilizando
planejamento fatorial para a preparacao de nanoparticulas de ouro na presenca do
extrato de Coffea arabica. As nanoparticulas obtidas se apresentaram estaveis
(Potencial Zeta, UV-vis e DLS), monodispersas e quase-esféricas (MET), com estrutura
cristalina definida (DRX) e com a presenca de moléculas aromaticas adsorvidas (FTIR e
RAMAN), comprovando que o extrato vegetal atuou como agente redutor, estabilizador
e funcionalizador das nanoestruturas sintetizadas. O planejamento fatorial utilizado
para obtencdo das nanoparticulas de ouro com extrato de Coffea arabica possibilitou a
sintese controlada e reprodutivel, abrindo novas perspectivas para aplicacdes em

diversos campos a serem explorados.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro; Coffea arabica; Sintese verde; Planejamento

fatorial.

80



Introdugao

Nanoparticulas metdlicas tém sido extensivamente aplicadas em diversas tecnologias,
devido principalmente as suas interessantes propriedades dpticas, eletromagnéticas e a
alta relagdo area/volume. No entanto, para a efetiva aplicacdo desses materiais em
dispositivos nanotecnoldgicos, é crucial o desenvolvimento de sistemas altamente
controlados, que regulem o controle de tamanho, dipersao e rendimento.

Diferentes processos fisicos e quimicos sdo atualmente utilizados para sintetizar
nanoparticulas metdlicas, que permitem obter particulas com as caracteristicas
desejadas [4-6]. No entanto, esses métodos de producdo sdo geralmente caros,
dispendiosos e potencialmente perigosos para o meio ambiente e organismos vivos
[5,6].

Portanto, existe um interesse generalizado no desenvolvimento de processos ndo
toxicos, confidveis, biologicamente compativeis e favoraveis ao ambiente para sintetizar
nanoparticulas [9-12]. Durante a ultima década, demonstrou-se que muitos sistemas
bioldgicos, incluindo plantas e algas [13], bactérias [14], fungos [15] e células humanas
[16] podem transformar ions metdlicos inorganicos em nanoparticulas metalicas,
através da capacidade redutora das moléculas e substancias presentes nesses
organismos.

A producdo de nanoparticulas usando plantas exibe vantagens, como o baixo custo de
cultivo, o tempo de producdo curto, a seguranca e a capacidade de aumentar os volumes
de producdo tornam as plantas uma plataforma atraente para a sintese de
nanoparticulas metalicas [10]. As plantas produzem biomoléculas funcionais que
podem reduzir ativamente ions metdlicos, estabilizando-os e, consequentemente
funcionalizando-os. Neste trabalho, utilizamos o extrato de Coffea arabica como
modelo, devido a grande diversidade de compostos fendlicos.

Apesar da aplicabilidade diversa desses nanomateriais, a padronizacdo da sintese verde
de nanoparticulas permanece um desafio. Principalmente a influéncia dos parametros
de sintese no crescimento e tamanho das particulas. Além disso, a grande diversidade
de compostos envolvidos nos processos de reducao e estabilizacdo inviabiliza processos
reprodutiveis de sintese. Nesse sentido, este trabalho propde um estudo detalhado das

principais varidveis que interferem no rendimento e controle da sintese e propde um

81



modelo de otimizagdo utilizando planejamento fatorial, que servird como plataforma

modelo para sintese controlada de nanoparticulas de tamanho controlado.

Material e métodos

Material vegetal

As sementes verdes de Café ardbica foram cuidadosamente lavadas com dgua ultrapura
para remocdo de impurezas e depois secas em temperatura ambiente 25 ° C por 16
horas. O extrato aquoso que obteve melhor resultado frente a capacidade antioxidante
foi escolhido. As sementes secas foram trituradas em um pequeno moinho elétrico (Di
Grano Cadence, MDR302) e transferidas para uma garrafa de vidro ambar e colocadas
na geladeira antes do processo de extracdo. O café possui certificacdo internacional de

organico.

Sintese de nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pelo método de oxirredugao utilizando a
solucdo de 2,5 x 10* mol.L'Y de HAuCls (Sigma - Aldrich). As demais condicdes
experimentais foram determinadas pelo planejamento experimental. Apds cada etapa
de sintese o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi

descartado e o pellet foi ressuspendido em agua ultrapura.

Planejamento experimental

Visando otimizar a sintese de nanoparticulas de ouro foi realizado um planejamento
experimental. Como o numero de varidveis que afetam a sintese sdo muitas, optou-se
por selecionar os principais niveis para otimiza¢ao a partir de um planejamento fatorial
fracionado. Assim, utilizamos o planejamento fatorial fracionado 2°! para selecdo das
varidveis significativas, analisando a largura de banda a meia altura como variavel
resposta. Apds a definicdo das varidveis mais significativas, 2 delas foram escolhidas
para a otimizacdo (Tabela 1). Assim, um planejamento experimental fatorial completo

(32) com 3 niveis e 2 fatores foram realizados para otimizac¢do da sintese.
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Tabela 1. Condigdes do planejamento fatorial completo das sinteses de nanoparticulas de ouro
sintetizadas com extrato de café.

Fatores Intervalo de Estudo
Baixo (-) Central (0) Alto (+)
pH 1,4 5,4 7,4
Temperatura (°C) 30 50 70

Caracterizagdo das nanoparticulas de ouro

Os coloides tiveram suas propriedades dpticas analisados pelo espectrofotémetro de
absorc¢do no UV-vis (Evolution® 300 ThermoScientific). O diametro médio e da Razdo de
aspectro, de 1000 particulas foram analisadas no software Image J, apartir das imagens
de microscopia (TEM-JEM-1400, JEOL, USA inc. operado a 120kv). A difracdo de raios-X
foi analisado utilizando o difratbmetro da Phillips PW 1710 (Cuka radiagao). A
estabilidade (Potencial Zeta) e o tamanho hidrodinamico (DLS) do nanomaterial foi
avaliada pelo instrumento analisador de particulas Microtac Zetatrac. As medidas de
Espectroscopia de Infravermelho e o Espalhamento Raman foram realizadas
respectivament no modo FTIR (FT-MIR FTLA 2000 Bomem) e no Raman (ALPHA 300R
Confocal Raman Spectrometer). A concentracao total de nanoparticulas foi determinada
usando plasma indutivamente acoplado a um espectrometro de massas (ICP-MS) da

Perkin ElImer modelo Optima 7000, USA.
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Resultados e discussdo

Planejamento fatorial complete

As varidveis (pH, tempo, temperatura, concentracdo do extrato e agitacdo) foram
estudadas utilizando planejamento fatorial fracionado (5) a fim de determinar quais
destes parametros eram mais significativos (p < 0,05) no rendimento da sintese das
AuNPs utilizando a absorbancia maxima (Abs max) como varidvel resposta. Os
resultados podem ser observados em detalhes no material suplementar, sendoo pHe
a temperatura as varidveis que mais interferiram. Deste modo, estas variaveis foram
escolhidas para a otimizacdo da sintese de nanoparticulas de tamanho controlado
utilizando planejamento fatorial completo (32). As respostas FWHM (largura de banda a
meia altura), Abs max e A max, foram utilizadas para avaliar a influencia da sintese na
monodispersdo, rendimento da reacdo, e tamanho das nanoestruturas
respectivamente, conforme pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2. Resultados do planejamento fatorial completo das sinteses de nanoparticulas de ouro
sintetizadas com extrato de café, apresentando as variaveis respostas (Abs max, FWHM e A max).

Condic6es de Reagdo — Sintese com Extrato de Coffea arabica

n° de Variaveis estudadas Resposta
ensaio pH Temperatura Abs. Maximo FWHM A
(°C) maximo

1 14 30 0,20245 2,47762 556
2 54 30 0,18745 1,54913 567
3 7,4 30 0,38238 71,2066 557
4 14 50 0,54951 41,50621 545
5 54 50 0,62677 61,7487 533
6 7,4 50 0,6062 80,78877 544
7 14 70 0,53067 57,77085 557
8 54 70 0,60161 64,82886 536
9 7,4 70 0,56172 71,6236 545
10 54 50 0,65953 61,98177 533
11 54 50 0,6085 61,89776 533

A figura 1,2,3 apresenta o grafico de superficie resposta do planejamento fatorial
completo, diagrama de Pareto e a influéncia de cada uma das varidveis analisadas.

O grafico de superficie resposta do planejamento fatorial completo, diagrama de Pareto
e a influéncia de cada uma das variaveis analisadas mostra a interacdo entre as duas
variaveis analisadas (temperatura e pH) para obter a resposta 6tima (Figura 1,2,3). O
valor 6timo da resposta pode ser um valor maximo ou um valor minimo, dependendo
do produto ou processo em questdo. As metodologias que ajudam o experimentador a
alcancar a meta de resposta ideal sdo referidas como métodos de superficie de resposta.
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Esses métodos sdao usados exclusivamente para examinar a "superficie", ou a relagao
entre a resposta e os fatores que afetam a resposta.

A B
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Figura 1. Grafico de superficie resposta das nanoparticulas sintetizadas com café e absorbancia (530nm)
em fungdo das variaveis (A); Digrama de Pareto indicando as varidveis que foram significativas no processo
(B); Influéncia do pH em relagdo a variavel resposta absorbancia maxima (C); Influéncia da temperatura
do extrato em relagdo a variavel resposta absorbancia maxima (D).
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Figura 2. Gréfico de superficie resposta das nanoparticulas sintetizadas com café, e FWHM em funcgdo das
variaveis (A); Digrama de Pareto indicando as variaveis que foram significativas no processo (B); Influéncia

do pH em relagdo a variavel resposta FWHM (C); Influéncia da temperatura do extrato em relacdo a
variavel resposta FWHM (D).
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Figura 3. Grafico de superficie resposta das nanoparticulas sintetizadas com café e Lambda mdaximo em
funcdo das varidveis (A); Digrama de Pareto indicando as variaveis que foram significativas no processo
(B); Influéncia do pH em relagdo a variavel resposta Lambda maximo (C); Influéncia da temperatura do
extrato em relagdo a variavel resposta Lambda maximo (D).

No gréafico de Pareto, a temperatura representa o fator com a maior influéncia
estatisticamente significativa (Figura 3B). Essa resposta pode ser representada devido a
temperatura cruzar a linha de referéncia que esta em 0,05.

Muitas vezes, o objetivo da pesquisa é identificar condicbes em que a resposta é 6tima,
ndo para caracterizar toda a superficie de resposta. Para tal objetivo, uma estratégia
experimental precisa apenas determinar as combinacdes de fatores que otimizam a
resposta. E possivel encontrar o rendimento maximo (absobancia méxima),
nanomaterial com a maior monodispersdo (FWHM) e controle de tamanho ou forma
(Lambda mdaximo), devido os resultados obtidos pelo grafico de superficie resposta

demonstrarem representativamente (Figura 1,2,3) e numericamente a melhor resposta
(Tabela 3).
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Tabela 3. Combinagdo de pH e temperatura para obtengdo do ponto 6timo tedrico.

Absorbéancia maxima

Variaveis Minimo Condicéo Otima Méaximo
pH 3,40000 8,15838 7,40000
Temperatura (°C) 30,00000 60,34737 70,00000
FWHM
Variaveis Minimo Condicdo Otima Maximo
pH 3,40000 4,90864 7,40000
Temperatura (°C) 30,00000 62,19245 70,00000
Lambda méximo
Variaveis Minimo Condicéo Otima Méaximo
pH 3,40000 5,70159 7,40000
Temperatura (°C) 30,00000 55,13514 70,00000

A absorbancia maxima foi escolhida como a variavel resposta para a caracteriza¢do do

nanomaterial, visto que para nanoparticulas metalicas, este parametro estd relacionado

com o rendimento na formacgdo das nanoparticulas no sistema coloidal.

Para validar o modelo estatistico utilizado, uma nova sintese de NP’sAu foi realizada com

as condicdes otimizadas preditas para absorbancia maxima, essa variavel foi escolhida

para a caracterizacdo do nanomaterial, conforme mostradas no grafico de UV-Vis,

conforme Figura 4. Foi verificado que o ponto 6timo predito possui maiores valores de

absorbancia mdxima e menor largura de banda do que o ponto médio (melhor condicado

avaliada), confirmando o ajuste do modelo. Pode-se afirmar também que o

planejamento estatistico fatorial € uma ferramenta Util para a otimizacdo das variaveis

gue afetam a sintese verde.
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Figura 4. Espectroscopia de absorcdo no UV-Visivel da sintese de nanoparticulas de ouro do ponto médio
do planejamento fatorial completo e do ponto 6timo.

O objetivo é encontrar a combinacdo e as condi¢des associados a resposta 6tima sem
avaliar todas as possiveis combinacdes de fatores da superficie resposta. Um projeto
fatorial completo permitiu encontrar a combinacdo de pH e temperatura étimo para
obter a melhor resposta (Tabela 3) durante o tratamento experimental.

Tabela 4. Comparacgdo entre as variaveis resposta do ponto médio e do ponto étimo tedrico.

) Respostas
Ensaios -
FWHM A maximo Abs. Max Area abaixo da curva
Ponto Médio 71,52629 540 0,71749 14,62047
Ponto Otimo Teorico 66,4522 540 0,76282 12,83409

Varios pontos da resposta foram avaliados durante a comparacdo entre o ponto médio
do planejamento fatorial completo e ponto 6timo estatisticamente. O resultado
demonstrou que o ponto 6timo causa melhora na FWHM, absorbancia maxima e area
abaixo da curva e ndo causa alteracdo no lambda maximo (Tabela 4), influenciando
positivamente os resultados.
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Caracterizagdo das AuNPs

As Nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato de café obtiveram diametro médio
de aproximadamente 13,87nm, conforme contagem de 1000 nanoparticulas obtidas por
microscopia eletronica de transmissdo (Figura 6A).

A forma esférica predomina ao observar a imagem de MET dos nanomateriais (Figura
6C), também pode ser verificada a esfericidade das nanoparticulas com os dados da
razdo de aspecto (RA) obtidas pela medicdo de 1000 nanoparticulas obtidas por imagens

de MET (Figura 6B) quase-esféricos (RA ~1,17nm).
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Figura 5. Difratograma de raios-X das NP’sAu.

A natureza cristalina das AuNPs foi confirmada por andlise de DRX (Figura 5). Os quatro
picos de difracdo intensos foram observados a 26, sendo os valores encontrados de
38,31 °, 44,45 °, 64,64 ° e 77,73 °, correspondente ao (111), (200), (220), e (311) de
reflexdo do ouro metdlico cristalino, respectivamente (Figura 5). Um forte pico de
difracdo (200) sugere que este padrdo é a orientacdo predominante de AuNP’s. A

concentragdo foi determinada por ICPMS e o resultado foi de 34,4695 mg/L de Au.
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Figura 6. Histograma mostrando a distribuigdo gaussiana de didmetro (A) e a razdo de aspecto (RA) de
1000 particulas obtidas por imagens feitas de microscopia eletronica de transmissdo (B); Imagens obtidas

por microscopia eletronica de transmissao (C).

O diametro das nanparticulas de ouro utilizando o MET (Figura 6A) e a DLS (Figura 7A)
mostra nanoparticulas com uma escala de diametro diferente. Esse resultado ocorre
devido a dispersdo de luz dindmica ser empregada para medir o diametro hidrodinamico
das suspensdes das nanoparticulas. Os valores diferentes dos mesmos nanomateriais é
explicado pela nuvem formada por moléculas provenientes do extrato vegetal, a ligacao
dessas moléculas a superficie do nanomaterial gera um didmetro hidrodindmico maior.
E possivel visualizar o extrato no entorno das particulas, como resultado da contrastacdo
negativa prévia com acetato de uranila Figura 7(BC). Esse procedimento foi realizado
com o intuito de comprovar visualmente a adsorcdo do extrato. A diferenca entre o
didmetro médio obtido por microscopia eletrénica de transmissdo (aproximadamente
14 nm) e por DLS (aproximadamente 500 nm) leva a confirmagao da adsorg¢ao, visto as

diferencas devido ao raio hidrodinamico, como pode ser visto na Figura 7(B; C).
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Figura 7. Grafico de DLS das nanoparticulas em fung¢do da frequéncia de tamanho (A). Imagem obtidas
apos a contrastacdo do material com acetato de uranila, sendo possivel observar a presenca do extrato
no entorno das particulas, confirmando a resposta do DLS (B, C). Potencial zeta da dispersdo da condicdo

6tima de sintese (D).
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As AuNP’s sintetizadas com o extrato de café na condicdo 6tima, apresentou um
potencial zeta de aproximadamente +28 mV (Figura 7D). Este potencial demostra que
as nanoparticulas possuem instabilidade incipiente [117]. Uma explicagdo para o valor
positivo do potencial zeta das particulas protonadas é a adsorcao de biomoléculas

protonadas.

ANALISE ESTRUTURAL DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS
As atribuicOes das absorcdes (Tabela 5) do espectro de FTIR do extrato do café podem
estar associadas aos dacidos clorogénicos, compostos aromaticos, acidos graxos,

carboidratos, dentre outros componentes especificos de amostras de café.

Tabela. 05. Espectros de FTIR das amostras de café Arabica

Bandas (cm-%) Atribuicdes

1680 Estiramento da ligacdo C=0 de compostos aromaticos
aldeido ou cetona

1380 Estiramento da ligacdo C=C

1265 Dobramento C-H no plano

1043 Deformacéo C-O

811 Curvatura C-H fora do plano

760 Alongamento C-X (X =F, CI, Brou I)

Nesta abordagem, a presenca da banda forte entre 1550 e 1750 cm-1 em espectros
pode ser atribuida a molécula de cafeina, enquanto que uma forte banda de absorgao
entre 1150 e 1300 cm-1 é atribuivel ao acido clorogénico [110, 111]. Este novo perfil é
possivelmente devido ao processo de reducdo de oxidacdo para a formacdo de Au®, que
pode ocorrer entre moléculas polifendlicas que reduzem Au3* por alcoois fendlicos [113]
ou grupos carboxilicos; ou pela instabilidade térmica de alguns dos componentes do
extrato, como acidos clorogénicos e lactonas [112].

Os espectros produzidos pelo espalhamento Raman de AuNPs e do extrato de café
liofilizado apresentaram modos intensos de alongamento com deslocamento Raman
proximo de 1350 e 1590 cm-1, que correspondem a estiramentos de carboxilatos
simétricos e assimétricos, respectivamente (Figura 8). A banda em 683 cm-1, pode
pertencer a cafeina, devido outro estudo demonstrar um duplo duplete médio para a

cafeina visto em 643 e 741 cm-1 [115].
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A espectroscopia na regido do infravermelho e o espalhamento Raman vem confirmar

gue os componentes do extrato estdo criando uma espécie de camada de revestimento.
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Figura 8 . Espectro de infravermelho do extrato de café e do coloide de NP’sAu

Estabilidade das AuNPs

A estabilidade das AuNPs sintetizadas foi estudada utilizando o parametro de floculacao.
Este parametro é uma medida semi-quantitativa da agregacao que utiliza a integral do
espectro de absorcdo entre 600 e 800 nm. As mudancas de absorcdo do coloide em
diferentes faixas de pH e forca i6nica (NaCl) foram realizadas, haja visto que para
aplicagOes bioldgicas a estabilidade dos nanomateriais pode ser influenciada devido a

alteracgdes constantes dessas condicdes no meio.

Para a estabilidade em relagcao a forcga ibnica, o parametro de floculagdo foi avaliado
utilizando concentracdes crescentes de NaCl (200mM a 0.05mM) conforme pode ser
observado na figura 9(A,B). Nesse caso, pode ser observado que a partir da
concentra¢cdao 100mM o espectro de absorgdo apresenta um ligeiro desvio para a direita
(redshift) e um aumento expressivo da absor¢do na regido de 600 a 800 nm, indicando
uma possivel perda de estabilidade e consequentemente agregacdo das AuNPs. Para a
avaliacdo da estabilidade frente a diferentes faixas de pH, o coloide foi colocado em
diferentes concentra¢des de H* no meio (pH de 01 a 13) de acordo figura 9(C,D). Pode
ser observado que o pH tem influencia direta na estabilidade dos nanomateriais, sendo
que o meio 4acido (pH < 5) promoveu agregacdo do coloide. No entanto, os
nanomateriais apresentaram boa estabilidade numa ampla faixa de pH em meio

ligeiramento acido e meio basico (pH 5 a 11). Estes resultados mostraram que as AuNP’s
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sintetizadas com extrato de coffea arabica apresentaram boa estabilidade para uma

ampla gama de aplicagdes em sistemas bioldgicos.
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Figura 9. Espectro de absor¢do mostrando o coloide de NP‘sAu com extrato de café na formulagdo
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Conclusoes

Este estudo foi realizado a fim de tornar a sintese de nanoparticulas de ouro um
processo controlado e reprodutivel. Para isso, varias condi¢des de obtenc¢do do extrato
foram realizadas em fungdo da atividade antioxidante. Além disso, um planejamento
fatorial fracionado (5-1) foi realizado para o estudo das varidveis que interferem no
rendimento da sintese verde de nanoparticulas de ouro utilizando extrato de coffea

arabica.

Por fim, o processo foi otimizado por meio do planejamento fatorial completo (32) com
discussOes a respeito das varidveis de saida, a saber: monodispersao (FWHM),
rendimento da sintese (Abs max) e tamanho final das NPs (A max) . O ajuste do modelo

foi realizado e os valores preditos se confirmaram apds um ensaio teste.

Por fim, os nanomateriais sintetizados apresentaram-se monodispersos, quase-
esféricos (RA~1,17) e com boa estabilidade (+28 mV). Além disso, foi possivel comprovar
a adsorcao do extrato de Coffea arabica na superficie das AuNPs, utilizando diferentes
técnicas como MET, DLS, FTIR e Raman. Visando aplicacdes em sistemas bioldgicos, o
parametro de floculacdo foi avaliado e as NPs mostraram se estaveis em uma ampla

faixa de pH (5 a 11) e forga i6nica (0,05 a 100 mmols.L-1 NaCl).
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