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Resumo

A biossintese de materiais tem atraido o interesse tanto da comunidade cientifica quanto do
setor industrial, cujo ensejo denota-se por uma maior sustentabilidade associada a custos. Esse
cendrio torna-se ainda mais relevante no avango tecnoldgico proporcionado por nanomateriais,
cujas caracteristicas e propriedades finais estao diretamente relacionadas as matérias-primas
e condigdes de processo. Assim, este artigo propde a sintese verde de nanoparticulas de ouro
(AuNPs), utilizando extratos oriundos do limao taiti ou siciliano como agentes redutores. Os
resultados demonstraram uma boa eficiéncia dos extratos frente ao precursor metalico, e o
pH da solugdo revelou ser fator essencial para a estabilizagdo das nanoparticulas. Esse fato
também foi observado nas analises de UV-Vis, cujos resultados para as sinteses com ajuste de
pH do agente redutor para sete (7) apresentaram o pico maximo de absor¢ao esperado para
AuNPs. Por outro lado, as sinteses sem ajuste, ou seja, que mantiveram o pH dcido do liméo,
apresentaram deslocamento do pico de maximo de absorbéncia, indicando variagdo no ta-
manho das particulas. As caracterizagoes por AFM e FTIR-ATR complementaram o estudo,
ao permitirem obter imagens da morfologia e tamanho das particulas, além de verificar quais
ligagdes quimicas estdo presentes, respectivamente.
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Abstract

The biosynthesis of materials has attracted the interest of both the scientific community and the
industrial sector, whose opportunity is denoted by greater sustainability associated with costs.
This scenario becomes even more relevant in the technological advance provided by nanomate-
rials, whose characteristics and final properties are directly related to raw materials and process
conditions. Thus, this article proposes the green synthesis of gold nanoparticles (AuNPs), using
extracts from tahiti or sicilian lemons as reducing agents. The results showed a good efficiency of
the extracts against the metallic precursor, and the pH of the solution proved to be an essential
factor for the stabilization of the nanoparticles. This fact was also observed in the UV-Vis analy-
ses, whose results for the syntheses with pH adjustment of the reducing agent to seven (7) showed
the maximum peak of absorption expected for AuNPs. On the other hand, the syntheses without
adjustment, that is, those that maintained the acid pH of the lemon, showed a displacement of the
maximum absorbance peak, indicating variation in the size of the particles. The characterizations
by AFM and FTIR-ATR complemented the study by allowing to obtain images of the morphology
and size of the particles, in addition to verifying which chemical bonds are present, respectively.
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1 Introdugéo

Atualmente, a obteng¢do de nanoparticulas de
ouro (AuNPs) tem sido bastante explorada, princi-
palmente para aplicagdes biomédicas, devido a sua
biocompatibilidade e nao citotoxicidade. (SUJITHA;
KANNAN, 2013).

Conforme descrevem Barnawi, Allehyani e
Seoudi (2022), de uma forma geral, nanoparticulas
apresentam tamanhos entre 1 e 100 nm e, depen-
dendo de suas dimensdes e morfologias podem
ser classificadas como: inorganicas, metalicas, oxi-
dos metalicos, ceramicas ou bioldgicas. (IJAZ et al.,
2020). Nanoparticulas destacam-se por apresentar
propriedades unicas que permitem sua aplicacdo em
setores como: diagndsticos, sensoriamento, imagem
e sistemas cataliticos.

Existem muitos métodos para a sintese de nano-
particulas de ouro, sendo a proposta de Turkevich uma
das mais utilizadas (TURKEVICH; STEVENSON;
HILLER, 1951). Nesse método, o citrato atua simul-
taneamente como estabilizante e agente redutor. Ja
Frens (1973), baseando-se nessa proposta, investi-
gou ajustes na propor¢ao de citrato e ouro, enquanto

Kumar, Gandhi e Kumar (2007) pesquisaram o meca-
nismo de multiplas etapas no método de Turkevich-
Frens. A primeira etapa consiste na oxida¢io do ci-
trato, produzindo dicarboxiacetona, a qual atua como
estabilizante no meio reacional. Entao, o sal durico
é reduzido, produzindo sal auroso e, posteriormen-
te, formam-se as nanoparticulas de ouro. A figura 1
apresenta o mecanismo proposto, usando o método
de Turkevich-Frens (ZHAO; LI; ASTRUC, 2013).

Visando perspectivas mais sustentaveis, menos
agressivas a0 meio ambiente e de facil acesso, diver-
sas pesquisas tém sido desenvolvidas no ambito da
sintese verde, também conhecida como biossintese.
Nesse contexto, o uso de matérias-primas de fonte
natural tem sido vastamente explorado no intuito de
substituir os métodos tradicionais, os quais empregam
reagentes, muitas vezes nocivos ao meio ambiente e &
saude humana. Diferentes substratos de fonte natu-
ral tém sido investigados para o desenvolvimento de
nanoparticulas, dentre eles cita-se o uso de extratos
de plantas ou frutos, cujos componentes quimicos
equiparam-se com os existentes nos substratos sin-
téticos utilizados.

Figura 1 - Mecanismo, conforme método de Turkevich-Frens, para produgdo de AuNPs
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Fonte: Zhao, Li e Astruc (2013).

Barzinjy et al. (2020) realizaram a sintese verde de
nanoparticulas de ZnO, a partir do extrato de roma,
para utilizacdo em filmes finos em wafers de silicio.
Os autores observaram que os agentes fenolicos, pre-
sentes no extrato de roma, atuam como agentes re-
dutores e estabilizantes na sintese de nanoparticulas

de ZnO, além de ser um método simples, ecoldgico e
barato. Jha, Kumar e Prasad (2011) obtiveram nano-
particulas de Ag e ZnO, através do extrato de laranja,
cujos estudos discutiram a atuagao do acido citrico e
ascorbico, presentes no extrato de laranja, como agen-
tes redutores e estabilizantes, bem como a possivel
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acdo de compostos fenolicos como estabilizantes.
Al-Thabaiti ef al. (2015) realizaram a sintese verde
de nanoparticulas de Ag, utilizando extrato de limao
como principio, para obteng¢ao do reagente redutor,
a partir da qual observaram que as nanoparticulas de
Ag obtidas conseguiram alterar significativamente o
processo metabolico de microrganismos, podendo
atuar como agentes antimicrobianos. O ajuste de pH
para sintese de nanoparticulas, utilizando limao foi
proposto, por Coura et al. (2018), de forma que o aci-
do citrico esteja presente como anion citrato, além de
utilizar um reagente com pH préximo a do solvente
usado, o qual, neste estudo, era a agua.

A partir do exposto, o objetivo do presente tra-
balho foi realizar a biossintese de nanoparticulas de
ouro, utilizando o extrato de limao taiti (Citrus la-
tifolia) ou siciliano (Citrus limon). Ressalta-se que,
embora na pratica o limao taiti seja uma lima acida,
para fins de simplificar a linguagem ao longo do texto,
optou-se por chamar as duas variedades estudadas
de limdes (COELHO et al., 1998). Além da sintese,
buscou-se avaliar as condi¢des reacionais e verificar a
eficiéncia do método proposto na obten¢ao de nano-
particulas de ouro. Além disso, utilizar as técnicas de
analise instrumentais de espectrofotometria de UV-
Vis, FTIR-ATR e Microscopia de For¢a Atdmica, para
monitorar e verificar a obten¢io das nanoparticulas
e suas caracteristicas.

2 Metodologia

Nesta se¢do, serdo apresentadas as etapas de
obtenc¢ao dos reagentes, sintese das nanoparticulas
de ouro e técnicas de caracterizacio utilizadas (tan-
to para o extrato de limio quanto para as sinteses
realizadas).

As vidrarias foram limpas com solugao de dgua-régia
(composta por écido cloridrico e acido nitrico na pro-
porgao molar 3:1), assegurando completa desconta-
minac¢ao de possiveis interferentes do meio reacional
(MORAES, 2022). Ap0s, as vidrarias foram subme-
tidas a lavagem com agua deionizada e secas a tem-
peratura ambiente.

2.1 Obtencio da solucio de acido clorodurico

O 4cido cloroaurico (reagente precursor do ouro)
foi obtido, conforme descrito por Moraes (2022),
em que amostras de fios de ouro sdo dissolvidas em
agua-régia, e a solugdo é aquecida a 90°C. A partir de
aproximadamente 140 mg de ouro metalico, é possivel
produzir 2 L de solugao coloidal de nanoparticulas de
ouro, conforme método proposto. (MORAES, 2022).

Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de ouro...

A reagdo quimica entre os componentes produz acido
cloroaurico di-hidratado, com concentragao ajustada
para 2 mg/mL, demonstrado na equagdo quimica (1),
apresentada a seguir (COURA et al., 2018):

Au® + HNO, + 4HCl > HAuCl,2H,0 + NO (1)
2.2 Obtengao do agente redutor

O agente redutor da sintese foi obtido, a partir de
extrato de duas variedades de lim3ao: taiti e siciliano;
designadas no presente trabalho com o simbolo “T” e
simbolo “S”, respectivamente. As frutas utilizadas fo-
ram obtidas no comércio local. A metodologia utiliza-
da, para extragao e purificagao do extrato, foi baseada
na proposta por Barnawi, Allehyani e Seoudi (2022).
Para os dois tipos de limdo, a fruta foi lavada, cortada
ao meio e extraido o extrato, utilizando um espreme-
dor de frutas elétrico. Posteriormente, o extrato foi
filtrado e centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos.
Duas aliquotas de 5 mL de sobrenadante dos dois
tipos de limao foram separadas, totalizando, assim,
quatro aliquotas. Uma aliquota de cada tipo de limao
passou por ajuste de pH para 7, utilizando-se uma
solugdo de NaOH 1 M sob agitacdo e monitoramento
constante no pHmetro. As duas outras aliquotas de
cada limao foram utilizadas, conforme obtidas apds
centrifugacio.

2.3 Sintese das nanoparticulas

A sintese das nanoparticulas de ouro (AuNPs) foi
realizada, conforme metodologia descrita por Moraes
(2022). Ela consiste em adicionar 90 mL de agua deio-
nizada a um béquer, seguido da adigdo de 5 mL da
solucao de 4cido clorodurico, com concentragdo de
2 mg/mL, previamente preparada. Essa solugao foi
submetida a agitagdo constante e aquecimento até
atingir a temperatura de 90°C, adicionando-se, entao,
o extrato de limdo clarificado.

O sistema foi mantido sob agita¢ao constante
por 20 minutos e temperatura controlada em torno
de 90°C. Ap0s, a solugdo obtida foi conservada em
geladeira (+ 5 °C).

2.4 Teor de 4cido citrico

Para a determinagao do teor de acido citrico pre-
sente nos extratos purificados de liméo, sendo dos
tipos taiti e siciliano, foram realizadas dilui¢des dos
extratos em baldes volumétricos de 100 mL, utili-
zando uma aliquota de 5 mL para o limao sicilia-
no e de 2 mL para o liméo taiti. Amostras contendo
10 mL do extrato diluido foram tituladas contra a
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solugdo padronizada de hidroxido de sédio 0,1 M.
Fenolftaleina foi usada como indicador do ponto de
equivaléncia. Para determinacio da concentragio, a
analise foi realizada em triplicata para cada amostra
de extrato. O célculo da concentracio (C) foi realiza-
do conforme a Eq. (2):

C - Fd ‘/titulado CNaOH

Meiico )
Onde' extrato
Fd é o fator de diluigéo;
V intado © VOlume gasto de titulante;
Cruon @ molaridade de NaOH;
V,.oate © VOlume usado de extrato para titulagao e
M_,,.., a massa molar do acido citrico de 192,124

g/mol.

2.5 Espectrofotometria de UV-visivel

Para a obtencao da curva de absorgdo da solu-
¢do, contendo as AuNPs, utilizou-se inicialmente o
espectrofotdbmetro da Pro-tools, modelo UV-1600, no
Laboratério de Quimica da Unisinos. Cubetas de vi-
dro de caminho dptico de 1 cm foram escolhidas para
as analises. O branco utilizado foi de 4gua deionizada.
Realizou-se uma varredura ponto a ponto para dife-
rentes comprimentos de onda, lendo-se as respectivas
absorbancias. Inicialmente, realizou-se a medigéo da
absorbéncia de 50 nm em 50 nm, come¢ando em 400
nm até 800 nm. Apds, realizou-se o ajuste médio de
10 nm em 10 nm préximos ao pico encontrado na
etapa anterior. E, por ultimo, realizou-se o ajuste fino
de 1 nm em 1 nm na regido de intensidade maxima
de absorcéo.

Posteriormente, visando avaliar a estabilidade das
nanoparticulas, repetiu-se a andlise em um espec-
trofotdmetro da Shimadzu, modelo UV-2600, com
cubetas de plastico de 1 cm de caminho 6tico. Essa foi
realizada no Instituto Tecnolégico em Alimentos para
a Saude - itt Nutrifor da Unisinos. Assim, obteve-se a
curva para toda a faixa de 400 nm a 800 nm.

2.6 Anilise de pH

O pH foi medido em pHmetro Digimed, modelo
DM-20 digital, com sensor de temperatura integrado,
previamente calibrado com solug¢iao tampao de pH
4,7 e 10.

2.7 Espectroscopia no infravermelho por transfor-
mada de Fourier com acessério de ATR (FTIR-ATR)

A analise de FTIR-ATR foi realizada no
Laboratdrio de Biologia Molecular e Microbiologia
da Unisinos. O equipamento utilizado foi o modelo

Cary 630 FTIR, da marca Agilent Technologies, utili-
zando o acessorio ATR (Attenuated Total Refletance),
de cristal de diamante. A varredura foi realizada entre
os numeros de onda de 650 cm™* a 4000 cm™ com 30
scans e resolucdo de 4 cm™.

2.8 Microscopia de For¢a Atdmica (AFM)

A analise de Microscopia de Forca Atdmica
(AFM) foi realizada no Instituto Tecnoldgico de
Semicondutores - itt Chip da Unisinos. Para tal, utili-
zou-se o equipamento AFM marca NT-MDT, mode-
lo Solver Next, operando em atmosfera controlada. O
setpoint foi de 5 nA, gain de 0,7, e a medida, para os
resultados, foi de 5x5 micrometros, com 500 pontos e
frequéncia de 1 Hz. A ponteira utilizada nas andlises foi
da marca Scansens, modelo HA_NC/15, feita de silicio.

As amostras submetidas a analise foram obtidas,
a partir da sintese, contendo limao siciliano/taiti com
ajuste de pH do extrato, sendo adicionadas 3 por¢des
de 20 uL com uma micropipeta sobre um substrato
de silicio. Realizou-se uma secagem a 50 °C por 15
min em estufa entre cada aplicagao.

3 Resultados e discussoes

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados ob-
tidos, a partir da metodologia proposta, assim como
as discussoes destes.

3.1 Obtencao do agente redutor

Conforme descrito no item 2.2, o agente redutor
foi proveniente de extratos de limao do tipo taiti e
siciliano. Para obtencdo dos extratos, utilizou-se es-
premedores elétricos, fazendo com que tanto o en-
docarpo quanto as sementes estivessem presentes.
Posteriormente, filtrou-se em papel filtro quantitativo,
porém, devido a presenca de pequenas particulas s6-
lidas, os filtros se saturaram muito rapidamente, im-
possibilitando a filtragao simples. Procedeu-se, entao,
a filtragdo a vacuo, com posterior centrifugagao (2.000
rpm), para separagdo entre a parte sobrenadante e o
precipitado, figura 2.

E possivel observar que houve uma separagdo dos
solidos presentes, sendo que estdo presentes no fundo
de ambos os tubos. Conforme descreve Coura et al.
(2018), a etapa de centrifugacdo pode ser modificada
no intuito de promover uma maior e melhor separa-
¢do das fases presentes. Assim, a partir do evidenciado
no presente estudo, acredita-se que um maior tempo,
assim como uma maior velocidade de centrifugacao
podem ser fatores que agreguem melhorias ao pro-
cesso e obten¢ao dos produtos.
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Figura 2 - Amostras de extrato, apds centrifugagao,
para o limao siciliano (S) e taiti (T)

Fonte: Os autores (2022).

3.2 Concentragdo de 4cido citrico presente nos
extratos clarificados

Os resultados, obtidos no presente trabalho,
estdo demonstrados na tabela 1, assim como

Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de ouro...

aqueles evidenciados nos estudos de Marmitt, Betti
e Oliveira (2016). Os resultados de concentragdo
em percentual massa-massa foram calculados,
considerando a massa especifica do extrato igual
a 1 kg/L, estimando-se, portanto, como se fosse
agua, hipdtese que condiz com os resultados obti-
dos por Minim et al. (2009) para extratos de limao
taiti in-natura a 22°C e 90% em massa de agua. O
desvio padrao foi obtido, a partir das andlises em
triplicata, realizada para cada amostra de extrato
clarificado, cujos valores de titulante gastos foram
0S Mesmos.

Segundo Scopel et al. (2017, p. 915), “o acido
citrico é um dos constituintes de frutas citricas,
como limao e laranja, podendo representar até cer-
ca de 7% em massa no extrato de limao.” Esse valor
corrobora com o que foi encontrado nos extratos
de liméao, utilizados no presente trabalho. Além
disso, comparando com os resultados do estudo
de Marmitt, Betti e Oliveira (2016), o extrato de li-
mao taiti apresentou menor concentragao de acido
citrico, enquanto o de limao siciliano, maior. Essas
variagdes podem ser explicadas, devido a diferencas
no clima, no tipo de solo e nas condi¢des de cultivo,
conforme descrito por Mendonga et al. (2006 apud
MARMITT; BETTI; OLIVEIRA, 2016, p. 250).

Tabela 1 - Resultados da concentragéo de acido citrico, obtida nos extratos clarificados

Resultado Limao taiti

Literatura

Limao siciliano Literatura

C (% m/m) 4,88 £ 0,00

6,64 + 0,05

6,23 £ 0,00 2,70 £ 0,00

Fonte: Os autores (2022), com base em Marmitt, Betti e Oliveira (2016).

3.3 Sintese das nanoparticulas

Para as sinteses das nanoparticulas de ouro com
extratos de limao a pH 7, observou-se mudanga ins-
tantanea da coloragdo da solugdo com a adi¢ao do
extrato, passando de uma cor levemente amarelada,
devido ao acido clorodurico, para vermelho, variando
lentamente, conforme o tempo de agitagdo. Porém,
para as sinteses com os extratos, cujos pH nao foram
ajustados, com valores em torno de 2, a coloragdo nao
se alterou instantaneamente. A alteragéo foi observa-
da em torno de 7 minutos sob agita¢do, para um tom
azulado, intensificando-se com o tempo e passando
por um azul escuro e, por fim, um marrom-averme-
lhado, como mostrado na figura 3, para a sintese com
limio taiti. De acordo com Giri (2017), a mudanca
de coloragédo para azul indica a redu¢ao do Au’** para
AU’ o qual se estabiliza em vermelho.

Polyakova et al. (2017), em seus estudos sobre
pH 5, observaram a formac¢do de nanoparticulas
esféricas bem definidas, que estd associada com a
coloracio da solucdo vermelho rubi e pico de ab-
sor¢do em 520 nm na analise por espectrofotometria
de UV-Vis; enquanto valores menores de pH pro-
duziram irregularidades no formato das particulas
e estabilidade coloidal reduzida, associado com a
colora¢do da solugédo azul escuro.

A figura 4 apresenta as fotografias das sinteses
realizadas, enquanto a figura 5 apresenta aliquotas de
cada sintese, na mesma sequéncia em que aparecem
na figura 4, onde é possivel observar a diferenca de
cores entre cada uma das sinteses.

E interessante notar a similaridade entre as sin-
teses com ajuste de pH do agente redutor para pro-
ximo de 7 (tubos A e C da fig. 5) quanto as cores e
suas tonalidades. O fato indica ndo haver influéncia
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do tipo de limao empregado (siciliano ou taiti) como
matéria-prima base, para obtengao do agente redutor
(citrato de sodio, considerando que o ajuste de pH neu-
traliza o acido citrico, convertendo-o ao respectivo sal
de s6dio). Porém, ao compararmos as amostras S e T,
sem ajuste de pH (pH proximo de 2, tubos B e D da fig.
5), observa-se uma diferenca tanto na cor quanto na

sua intensidade, demonstrando a influéncia do pH no
meio reacional e, consequentemente, na obtengao das
nanoparticulas de ouro e sua morfologia. Silva (2016),
em suas pesquisas, também comenta sobre variagdes
quanto as cores e tonalidades, associadas a morfologia
e real eficicia do processo de sintese e obtencao de
nanoparticulas de ouro.

Figura 3 - Mudanca de coloragdo com o tempo para a sintese de nanoparticulas
de ouro, com extrato de limao taiti, sem ajuste de pH

v

Fonte: Os autores (2022).

Figura 4 - Fotografias das sinteses de nanoparticulas
de ouro (AuNPs), utilizando extrato de limao siciliano
(S) e limao taiti (T)

S — com ajuste
de pH

S — sem ajuste
de pH

T - com ajuste
de pH

T - sem ajuste
de pH

Fonte: Os autores (2022).

Figura 5 - Pequenas aliquotas das sinteses,
utilizando extrato de limao siciliano (A e B)
e taiti (C e D)

Fonte: Os autores (2022).

Dessa forma, a probabilidade da formacao de
AuNPs em todos os testes, realizados neste traba-
lho, ¢ alta, com a obtencdo de nanoparticulas mais
estaveis e esféricas nas amostras com coloragao ver-
melha (com ajuste do pH), enquanto as amostras
com coloragdo arroxeada (sem ajuste do pH) po-
dem possuir outras morfologias e maior agregacéo.
Uma explicagao possivel é que, ao realizar o ajuste
do pH, o acido citrico converte-se a 4nion citrato que
atua, estabilizando as nanoparticulas por repulsoes
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eletrostaticas. No caso em que ndo é feito o ajuste,
o 4cido citrico promove a redugdo quimica, porém,
sem a estabilizagdo, e as particulas formadas tendem
a se aglomerar (KANG et al., 2019).

3.4 Analise por UV-Vis e estabilidade

Os resultados obtidos da analise de espectrofoto-
metria UV-Vis estdo apresentados na figura 6 (a, b).
A figura 6 (a) refere-se ao espectro obtido na semana
seguinte a realizacao da sintese, e a figura 6 (b) refe-
re-se ao espectro obtido, apds aproximadamente dois
meses da realizacio da sintese em conservagio a frio.

Conforme descrito por Toma, Bonifacio e Anaissi
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(2005), o comprimento de onda de maxima absor¢ao
(A,,;.) observado pode ser um indicativo da presenca
de nanoparticulas na solugdo analisada, uma vez que
para diferentes tamanhos de particula, observam-se
diferentes valores de A . Esse efeito esta relaciona-
do com o fendmeno de ressonancia plasmdnica de
superficie (SPR) dos elétrons superficiais. Ainda, o
perfil da curva observada orienta sobre a dispersao
das particulas presentes na solu¢io, assim como so-
bre sua morfologia. Conforme estudos realizados por
Moraes (2022), a presenca de uma banda principal de
absorbancia entre 500 e 550 nm indica a presencga de
ouro metalico nas amostras.

Figura 6 — Curvas de absor¢do UV-Vis, para as quatro sinteses, em
(a) na semana da sintese e, em (b), apos aproximadamente 2 meses

14
523 nm
2
12 Wl
. ]
". .\ v
1 el h.‘.‘
- .
o C A
£08 1 N
=M C u
« L 3
= L \
2 F
a 06 T L
< F \‘.
[ - -® - S- com ajuste .
04 T+ EECN
F 5 - sem ajuste AR
0,2 + --®- T-com ajuste \'&"\--‘. .
u T - sem ajuste T T g
0_||||=||||qu||I:u||=||||=||||=||||=||||
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)
1,2
r 528 nm .
[ Pl —— 5 - com ajuste
N ™,
- \ 5 - sem ajuste
r —— T -com ajuste
L T -sem ajuste
. L
g L
2 L
M r
a [
-
- L
B L
o L
< L
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Os autores (2022).

A partir da figura 6 (a,b), observa-se que as sin-
teses realizadas com os extratos de limdo taiti (T) e
siciliano (S), nas quais o pH do meio foi ajustado para
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7, 0 pico maximo de absor¢ao esta localizado a 523
nm (S) e a 522 nm (T), préximo ao dia da sintese, e
em 528 nm (S) e 522 nm (T), apds dois meses. Valores
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muito proximos, cujas curvas apresentaram um perfil
bastante similar, indicando que, em ambos, os casos
ocorreram uma formagdo semelhante quanto a dis-
persédo e dimensao de nanoparticulas formadas, assim
como uma boa estabilidade coloidal delas.

Por outro lado, as sinteses nas quais nao foi reali-
zado um ajuste do pH do agente redutor, e essas pro-
cederam em pH 4cido, observou-se um deslocamento
quanto ao pico maximo de absor¢do para ambas as
analises, em relacao ao valor esperado, em torno de
520 nm. Além disso, ap6s decorridos os dois meses,
ocorreu uma reducao significativa da absorbancia
que pode ser referente a uma maior aglomeragdo e
reducio da estabilidade coloidal das AuNPs formadas.
Para o limao taiti, o comprimento de onda de méxima
absor¢do situa-se a 542 nm inicialmente e, ao final,
536 nm, cuja curva demonstra um pico e um ombro,
ndo definido, ou seja, uma heterogeneidade quanto
ao tamanho e dispersdo das particulas formadas. Ja
para o siciliano, inicialmente 582 nm e posteriormen-
te 568 nm, com um perfil bastante alargado, indican-
do, conforme descreve Moraes (2022), a formacio de
particulas maiores ou aglomeragao delas.

Liz-Marzan (2006) observou uma relagao do pico
maximo de absor¢do no espectro UV-visivel com os
didmetros das nanoparticulas de ouro na solugio e seu
tamanho, inferindo que o aumento do didmetro da

particula aumenta o valor do pico maximo de absorgao.

Assim, a partir dos resultados evidenciados na fi-
gura 6 e as conclusdes de Liz-Marzan (2006), pode-se
inferir que o tamanho das nanoparticulas de ouro sin-
tetizadas com o extrato de liméo siciliano, sem ajuste
de pH, é maior que as obtidas para as sintetizadas com
liméo taiti também sem ajuste de pH. Da mesma for-
ma, as cores observadas nas solugdes, figura 5, item 3.3,
corroboram com os valores para os picos maximos de
absor¢io, obtidos na analise de UV-Vis.

A partir do exposto, observa-se que o ajuste de
pH do extrato, fonte de acido citrico, o qual atua
como agente redutor na obten¢ao de nanoparticulas
de ouro, é fator primordial para obten¢do de nano-
particulas com didmetros e tamanhos similares, além
de garantir uma estabilidade maior delas no meio li-
quido. Ainda, conforme descrito por Polyakova et al.
(2017), solugoes acidas tém a tendéncia de desestabi-
lizar a suspenséao e aglomerar as nanoparticulas, cujo
fato pode ser evidenciado por UV-Vis, a partir dos
valores dos picos maximos de absor¢éo.

3.5 Medidas de pH

A fim de monitorar o pH do meio reacional, ele
foi determinado, apds o processo de sintese, cujos
resultados estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Valores de pH dos extratos de liméo, antes e ap6s ajuste e das solugdes, apds a sintese

. pH inicial pH ajustado  pH das solugdes
Sintese . p
do extrato do extrato apos a sintese
Lima3o siciliano - com ajuste 2,09 7,01 5,47
Lima3o siciliano - sem ajuste 2,09 - 2,09
Limao taiti — com ajuste 2,14 7,87 5,41
Limao taiti — sem ajuste 2,14 - 2,10

Fonte: Os autores (2022).

Para as sinteses, nas quais utilizou-se o acido ci-
trico proveniente dos extratos sem ajuste de pH, esse
praticamente nio sofreu alteracéo, apds o processo
de sintese das nanoparticulas, cujo valor situa-se pro-
ximo ao pH caracteristico para os limoes taiti e sici-
liano utilizados, sendo de 2,3 e 2,8, respectivamente
(MARMITT; BETTT; OLIVEIRA, 2016).

Ja no caso das sinteses, a partir dos extratos nos
quais ajustou-se seu pH anteriormente a sintese, ob-
serva-se uma diminui¢ao do valor desse pardmetro,
apos o processo de sintese. Esse fato pode estar rela-
cionado a liberagao de acido cloridrico, proveniente
da reagao quimica do citrato de sédio com o acido

cloroaurico, precursor de ouro. De forma geral, o pH
das sinteses ficou muito préximo, com menos de 1,1%
de variacédo entre as sinteses, em relagdo a variedade
de limao utilizada, para os casos com e sem ajuste de
pH do extrato previamente a sintese.

3.6 Espectroscopia no infravermelho por transfor-
mada de Fourier (FTIR-ATR)

A realizagio da andlise de espectroscopia no in-
fravermelho pelo método FTIR-ATR produziu os
espectros apresentados na figura 7. As curvas foram
defasadas no eixo da transmitancia para uma melhor
visualizacdo e analise.
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Para todos os casos, observa-se uma banda de vi-
bragdo de estiramento de OH em torno de 3300 cm™,
referente as hidroxilas presentes na estrutura do acido
citrico/citrato de sédio e da agua. Além dessa, observa-se
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uma banda préximo a 1650 cm™, devido ao estiramento
daligagdo C=0 da carbonila do acido citrico/citrato de
sddio. Assim, confirma-se que ndo houve a formacéo de
compostos indesejados no processo de sintese.

Figura 7 - Espectros de infravermelho para as quatro sinteses
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Fonte: Os autores (2022).

3.7 Microscopia de For¢a Atdmica (AFM)

Para a analise de microscopia de for¢a atomica,
optou-se por analisar apenas as amostras que demons-
traram, a partir das demais técnicas de caracterizagio,
serem mais promissoras em termos de estabilidade
coloidal, morfologia e tamanho das particulas, além
da possibilidade de uma maior padronizagdo de sua
produgdo em nivel industrial. Portanto, as amostras
submetidas a analise por AFM foram as que tiveram
ajuste prévio do pH do agente redutor.

Na figura 8, é possivel observar pontos claros nas
imagens de topografia a esquerda, indicando parti-
culas acima do substrato. Nas mesmas posigoes, é
possivel observar no contorno de fases (a direita) as
particulas, com contraste em relagdo ao substrato.
Dessa forma, conclui-se que existem nanoparticulas
depositadas sobre o substrato, sendo que as estimati-
vas de tamanho de algumas delas sdo demonstradas
no contorno a direita, para cada uma das variedades
de limao utilizados. Nas regides analisadas, percebe-se
que as nanoparticulas estdo mais dispersas para (a) a
sintese com limio siciliano (b) relativamente a sintese
com limao taiti. Com relagdo ao diametro das parti-
culas, observa-se uma variacdo em ambos os casos,

tendo-se uma diversidade e heterogeneidade quanto
a dimensao observada. Ja a respeito da morfologia,
observa-se um predominio de particulas esféricas.

4 Conclusao

O presente trabalho teve como objetivo a bios-
sintese de nanoparticulas de ouro e, para tal foi pro-
posta uma metodologia, utilizando extrato de limao
siciliano ou taiti como agente redutor. Duas principais
vias foram testadas, com ajuste do pH do extrato para
sete (7) ou sem o ajuste do pH, cujo valor de pH ficou
proéximo ao extrato natural de limao.

A partir dos estudos, conclui-se que é possivel
sintetizar nanoparticulas de ouro predominantemente
esféricas, porém com uma distribui¢ao granulométri-
ca heterogénea, utilizando extratos de duas variedades
de limdes, sendo liméo taiti e siciliano, desde que o
pH do extrato esteja neutro, ou seja, pH igual a 7,0.
Essas sinteses obtiveram nanoparticulas de menor
tamanho e sem aglomeragao, justificada pela presenca
da coloragdo vermelha intensa na soluc¢do obtida. Nas
sinteses, nas quais o extrato foi usado sem a realiza¢ao
do ajuste do pH para um valor na faixa neutra, obte-
ve-se uma coloragao azulada para violeta, indicando a
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presenca de particulas com maior tamanho ou maior
grau de aglomeragao. Por apresentar resultados pouco

promissores nas andlises de UV-vis, nao foi investi-
gado sua morfologia.

Figura 8 — Imagens da topografia (esquerda) e contorno de fases (direita)
das sinteses S - com ajuste (a) e T - com ajuste (b)
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-10
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Fonte: Os autores (2022).

A partir dos resultados obtidos, fica evidente que
fatores como: agitacdo, temperatura do meio reacio-
nal, durante a sintese, reagentes utilizados, limpeza
das vidrarias e processos de purificagdo e separagdo
sdo de grande importancia. Tais fatores influenciam
na eficiéncia e rendimento reacional e, portanto,
precisam ser devidamente monitorados. Contudo, o
controle do pH do meio demonstrou ser primordial
e fator decisivo para obtenc¢do de nanoparticulas com
dimensdes mais homogéneas e de interesse para fu-
turas aplicagoes.
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