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RESUMO

FERNANDES, A. B. Uso de Compostos Betalainicos na Sintese e Modula¢do das
Caracteristicas de Nanoparticulas. 2021. 164 f. Tese (Doutorado) — Instituto de
Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Betalainas sdo alcaloides encontrados em plantas e alguns fungos, que apresentam
elevada capacidade antioxidante e uma gama de aplicacdes tecnoldgicas, incluindo
producdo e funcionalizacdo de nanomateriais. Embora extratos e produtos contendo
betalainas tenham sido utilizados para sintese de nanoparticulas (NPs) metalicas, 0s
estudos sobre o papel das betalainas neste processo ainda sdo limitados. Esta tese de
doutorado investiga o uso de betalainas como material de partida para a sintese e
funcionalizacdo de diferentes tipos de nanomateriais, estabelecendo relac6es
estrutura-propriedade. Betanina, indicaxantina e acido betalamico foram usadas como
redutores e estabilizantes para fabricar nanoparticulas de ouro e prata e afetam o
tamanho, grau de dispersdo e morfologia das NPs. As AgNPs obtidas possuem
atividade redox, atribuidas a betalainas e seus produtos de degradacdo na superficie
das NPs. Em seguida, uma betalaina ligada covalentemente a superficie de
microesferas de polimero foi usada para fabricar nanoparticulas de ouro e prata
suportadas, e a presenca da betalaina afetou o tamanho e morfologia das NPs. Com
essa metodologia foi possivel obter também nanoparticulas magnéticas de oxido de
Ferro (I11). A adsor¢do das NPs na superficie do polimero permitiu 0 seu uso como
nanocatalisadores reutilizaveis e recuperaveis com atividade catalitica em processos
redox comparaveis aquelas observadas com as nanoparticulas em suspensao. Por fim,
betanina, indicaxantina, betaxantina-pirrolidina, acido betalamico e BeetBlue foram
utilizadas como matéria prima para producdo de pontos quéanticos de carbono (carbon

dots), nanoparticulas de carbono fluorescentes e biocompativeis. Os materiais foram
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caracterizados e relagdes entre a estrutura dos precursores e as suas propriedades
fotofisicas e de transferéncia de elétron foram estabelecidas. Os resultados obtidos
permitem otimizar a escolha de produtos naturais utilizados como matéria prima na
producdo de nanoparticulas.

Palavras-chave — betalainas, nanoparticulas, nanoparticulas suportadas, pontos

quanticos de carbono

XV



Pagina deixada intencionalmente em branco.

XVi



ABSTRACT

FERNANDES, A. B. Use of betalainic compounds for nanoparticle synthesis and
tuning of their characteristics. 2021. 164 p. Thesis (Doctorate) — Instituto de
Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Betalains are alkaloids found in plants and fungi, with high antioxidant capacity e
variety of technological applications, including production and functionalization of
nanomaterials. Although extracts and products containing betalains have been used
for the synthesis of metallic nanoparticles (NPs), studies about the role of betalains in
this process are still limited. This doctoral thesis investigates the use of betalains as
starting material to the synthesis and functionalization of different kinds of
nanomaterials, establishing structure-properties relationships. Betanin, indicaxanthin
and betalamic acid were used as reductants and capping agents to fabricate gold and
silver nanoparticles, and these compounds affect size, dispersion e morphology of the
NPs. The AgNPs possesses redox and photoredox activity, attributed to the betalains
and their degradation products on the surface of the NPs. Then, a betalain covalently
bonded to the surface of polymeric microspheres were used to produce supported
AuNPs and AgNPs, and the presence of the betalain affected the NPs “morphology.
With this methodology it was also possible to obtain and modulate the morphology of
magnetic NPs of iron oxide (l1l). The adsorption of the NPs on the surface of the
polymer allowed its use as reusable and recoverable nanocatalysts in redox processes,
comparable to nanoparticles in suspension. Finally, betanin, indicaxanthin,
pyrrolidine-betaxanthin, betalamic acid and Beetblue were used as starting material to
produce carbon quantum dots, fluorescent and biocompatible carbon nanoparticles.

The materials were characterized, and the relationship between the precursors and the
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photophysical and electron transfer properties were established. The results allow the
optimization of choice for natural products used as raw material to produce NPs with
interesting properties.

Keywords — betalains, nanoparticles, supported nanoparticles, carbon quantum dots
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1. INTRODUCAO

1.1. Nanoparticulas

As propriedades dos materiais dependem da maneira como 0s seus 4&tomos estdo
ligados, tanto no que se refere a natureza das ligagcdes quimicas quanto ao arranjo
espacial e estruturas resultantes delas. Quando um ndmero pequeno de atomos se
agrupa de forma a produzir estruturas com dimensdes nanométricas, podem emergir
certas propriedades que diferem daquelas das suas unidades atdbmicas fundamentais e
do material expandido ou bulk.>? Podem ser observadas, por exemplo, variagdes no
ponto de fusdo, indefinicdo em pontos de transicdes de fase e mudanca no
comportamento frente a campos magnéticos.> Um cristal formado por poucos atomos
tem uma porcentagem muito maior de &tomos em sua superficie quando comparado a
um solido macroscopico. Além disso, esses atomos de superficie podem se organizar
em pequenos grupos, ou clusters, e suas propriedades podem ser fortemente
influenciadas pelo ambiente quimico em torno deles.* Um exemplo é o ouro, um
metal brilhante e quimicamente inerte que € utilizado como joia ou mesmo moeda.
Quando os atomos de ouro em um material estdo confinados em escala nanomeétrica,
algumas de suas propriedades, como a afinidade eletrénica e os potenciais de
ionizacdo, sdo radicalmente modificados, mudando a sua cor para vermelho ou azul e
aumentando a interagdo dos 4tomos na superficie do material com outras espécies
quimicas, o que viabiliza seu uso como catalisador.*

A IUPAC define particulas de qualquer formato com dimensdes entre 10° e
10" m (1 nm a 100 nm) como nanoparticulas (NPs)® e o estudo das suas propriedades
e aplicaces define a area da nanociéncia. Nanomateriais encontram destaque em
catalise, fotoluminescéncia, magnetismo, metabolismo, biomedicina, farmacologia,
preservacao e remediacdo ambiental, geracdo e medicdo de sinais, tratamento de &gua
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e producdo de energia limpa, entre outras aplicacbes (Tabela 1).° As propriedades
eletrbnicas de nanomateriais estdo entre as observadas em atomos e moléculas, que
sdo sujeitas a transferéncia de carga formando ions e radicais, e materiais

semicondutores e isolantes com bandas de valéncia e bandas de condugéo (Figura 1).”

Tabela 1. Principais classes de nanomateriais e algumas de suas caracteristicas.

NPs de 6xidos

NPs metélicas Pontos quanticos

metalicos
Material e.g., ouro, prata, cobre, e.g., silica, semicondutores
paladio, platina alumina, titania
;aonr‘firl‘gé’i/a <100 nm <100 nm 1-10nm
Propriedades . .
a
o ‘ LSPR . dependentes de Proprlledades optltaas.e Qe
Caracteristicas Propriedades 6pticas . confinamento quantico;
Reatividade® tamanho, area ap de energia
superficial alta 9ap 9
NPs de carbono Dendrimeros Nanocompdésitos
Nanodiamantes, nanotubos,
Material pontos quénticos de carbono Polimeros Copolimeros, 6xidos de
(carbon dots), grafeno e metal-carbono, géis
oxido de grafeno
-rE]aC)n:f%ngiZs <10 nm em uma dimensao 2-10 nm?® < 100 nm em alguma fase
Caracteristicas Condutividade, resisténcia, Polivaléncia, Propriedades
propriedades Opticas automontagem dependentes do meio

2 LSPR, ressonancia plasmoénica de superficie localizada (Localized Surface Plasmon Resonance).

banda de
condugao

|
(il

gap
de energia

Energia

banda de
valéncia

atomos e ponto solido
moléculas quantico expandido

Y

NuUumero de atomos conectados

Figura 1. Niveis eletrénicos de energia dependendo do niimero de atomos conectados. Ao se ligar
mais e mais atomos, 0s niveis de energia discretos de &tomos e moléculas se mesclam em bandas.
Pontos quanticos, ou nanocristais de semicondutores, podem ser considerados materiais hibridos
entre &tomos e semicondutores e isolantes expandidos, nos quais hd um intervalo (gap) de energia
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entre as bandas. A representacdo de nanoparticulas de tamanho menor que 100 nm se encontra
entre os pontos quanticos e sélidos expandidos.

NPs metalicas de metais nobres, como Au, Ag e Cu, podem ter diferentes
morfologias, 0 que determina as suas aplicacdes.®’ NPs de Oxidos metalicos, que
compreendem materiais como a titania (TiO2), a silica (SiOz) e a alumina (Al203), séo
usadas como catalisadores, sensores, materiais opticos e para remediagio ambiental ,*°
assim como as de metais nobres. Os pontos quanticos ou quantum dots (QD), por sua
vez, sdo outra classe de nanomaterial inorganico, compreendendo nanocristais de
materiais semicondutores e fluorescentes, com propriedades Opticas fascinantes
devido ao seu efeito de confinamento quantico.! Exemplos comuns incluem QD de
CdSe, CdS e CdZn. A classe das NPs de carbono, por sua vez, engloba uma grande
diversidade de nanomateriais de carbono com diferentes estruturas e dimensoes.
Exemplos incluem os nanotubos, fulerenos, grafeno, nanodiamantes e pontos
quanticos de carbono. Todos esses materiais tém aplicacbes extremamente
promissoras pois possuem propriedades especiais de condutividade elétrica, alta forca
mecénica, reatividade quimica controladvel e propriedades Opticas que permitem
interagdo com a luz.!? Dendrimeros compreendem estruturas com cadeiras
ramificadas de macromoléculas que atingem escala nanométrica e sdo amplamente
funcionalizaveis, com aplicacdes em potencial como carregador de compostos
organicos em aplicacdes biomédicas e farmacoldgicas.'® Por fim, nanocompdsitos
englobam materiais hibridos, que apresentam um dos componentes com escala
nanométrica fixados em matrizes diversas como metais, ceramicas e polimeros,! que
tem ampla aplicagdo em catalise suportada, sensores, controle ambiental, entre

outros.4
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1.2. Nanoparticulas metélicas e suas propriedades especiais

No século XIX, Michael Faraday foi o primeiro a investigar as propriedades de
coloides de ouro, hoje classificados como nanoparticulas metalicas (Me NPs).” Adolf
Zsigmondy continuou a estudar esses coloides e criou ultramicroscopios para esse
fim.™ Desde entdo, as propriedades e sintese de coloides metalicos, principalmente de
metais nobres como Ag, Au, Cu, Pt e Pd vém sendo extensivamente estudadas, em
parte gracas as peculiaridades da interacdo desses materiais com a luz.

As oscilacbes associadas a elétrons deslocalizados na interface entre dois
materiais com constantes dielétricas diferentes sdo chamadas de plasmons de
superficie e resultam em movimento de cargas. Plasmons de superficie podem
interagir com o campo elétrico da luz originando um plasmon-polariton de superficie
em uma interface plana ou um plasmon de superficie localizado em nanoparticulas
(sigla em inglés LSP, localized surface plasmon).'®* Quando as dimensdes das
nanoparticulas sdo comparaveis ou menores que o comprimento de onda da luz de
excitacdo, o plasmon de superficie é confinado a nanoparticula, oscilando de forma
coerente gracas ao balanco entre a deslocalizacdo eletronica causada pelo campo
elétrico da luz e a atracdo couldmbica entre as cargas positivas e os elétrons. Como
consequéncia, plasmons de superficie localizados amplificam o campo elétrico na
vizinhanca da superficie das nanoparticulas e a absorcdo de luz pela nanoparticula é
méaxima na frequéncia ressonante do plasmon, i.e., no comprimento de onda da luz
que corresponde a frequéncia de oscilagdo do plasmon.l” A frequéncia do plasmon
relaciona-se com a constante dielétrica do metal e para nanoparticulas metélicas a
ressonancia plasmonica de superficie localizada (sigla em inglés LSPR, de Localized
Surface Plasmon Resonance) é afetada pela morfologia da nanoparticula.’® Para

nanoparticulas de metais nobres, a ressonancia ocorre na faixa de comprimentos de
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onda que correspondem a luz visivel e, portanto, as cores brilhantes reportadas para
nanoparticulas coloidais em suspensdo se originam da LSPR. Apesar de esse
fendmeno ter sido observado em diversos metais como cobre, aluminio, platina, entre
outros, a prata e ouro possuem a vantagem de responderem a luz em toda a regido do
visivel e infravermelho.'®2° NPs de ouro esféricas com 20 nm de didmetro médio, por
exemplo, tem coloracdo avermelhada, enquanto as de prata com 10 nm tamanho
possuem coloracdo amarela e . O estudo da interacdo de luz com nanoestruturas
metélicas € chamado de plasmbénica.

A capacidade de plasmon-poléariton de superficie em nanoparticulas de localizar
luz resulta em um aumento do campo que intensifica a interacéo entre luz e matéria e,
em semicondutores, a formagc&o de éxcitons, que sdo pares elétron-buraco, e-h*.?! O
decaimento eletromagnético em nanoestruturas plasmoénicas ocorre na escala de
tempo de femtosegundo por via radiativa, reemitindo fétons, ou ndo radiativamente
transferindo a energia para elétrons aquecidos.?? Esses carregadores de carga, ou hot
electrons, podem sofrer relaxacdo por colisGes entre elétrons, acoplamento a
vibragbes da rede cristalina, emissdo ou até através do acoplamento a outras
nanoestruturas®® e, dessa forma, podem ser aplicados em fotocatalise, com uma
atividade aumentada de captacdo de luz e conversédo energeética. O fendbmeno da LSPR
ja foi encontrado para semicondutores, 6xidos metalicos, materiais 2D e até polimeros
condutores.?* A ressonancia nesses materiais pode ser modulada através da mudanga
da morfologia podendo cobrir uma regido ampla do espectro visivel.?®

Nanoparticulas de ouro, prata e cobre sdo utilizadas como fotossensibilizantes
em células solares, transferindo parte da energia plasmonica absorvida na regido do
visivel para um semicondutor tanto por transferéncia de energia ressonante como por

injecdo direta de elétrons aquecidos.?® Geralmente, fotocatalisadores plasmonicos
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consistem em uma NP de metal nobre conjugada a um semicondutor, mas outros
materiais como carbono, grafeno e 6xido de grafeno também tem sido utilizados
como suporte ou carregadores de carga para formar os catalisadores.?” A geometria e
organizacdo da estrutura metalica é fundamental para a modulacdo da ressonancia
plasménica e é afetada pela morfologia das nanoparticulas e pelas propriedades
dielétricas do meio. Além disso, o papel das interfaces no transporte de cargas em
NPs é crucial e influencia a eficiéncia das células solares.?® Ligantes de superficie
contribuem para o transporte de cargas entre as nanoparticulas metalicas e o
semicondutor e, diversos compostos organicos com baixo peso molecular, tém sido
utilizados com sucesso.?® Sendo assim, um entendimento mais aprofundado do
acoplamento eletrdnico entre NPs e seus ligantes de superficie e dos mecanismos
fisicos responsaveis pelo transporte de cargas na interface promovem o

desenvolvimento de dispositivos fotovoltaicos mais eficientes.*

1.2.1. Sintese de NPs metélicas e mecanismo de formacéo

As NPs metélicas podem ser fabricadas (preparadas/sintetizadas) empregando-
se as abordagens de cima para baixo (top-down) e de baixo para cima (bottom-up). A
abordagem top-down baseia-se na fratura de materiais solidos para produzir particulas
menores utilizando-se métodos mecanicos e mecanoquimicos secos ou Umidos. A
abordagem bottom-up emprega a formacdo de NPs a partir de atomos ou
condensagbes moleculares,®® e inclui a reducio de fons metalicos e associacdo de
metais em solucéo.

Em 1951, Turkevich e colaboradores detalharam a sintese bottom-up e
caracterizacdo de NPs de ouro utilizando citrato de s6dio como agente redutor e
cloreto de ouro (I11) como precursor metalico. A reducdo de cations metélicos em

solugdo se tornou muito popular dada a sua simplicidade, baixo custo e, ndo menos
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importante, a possibilidade de controlar os parametros das reacdes quimicas atraves
da modificagdo do precursor, redutor, tempo e fonte de energia.”*2

O mecanismo de sintese de nanoparticulas metalicas coloidais pela reducdo de
fons metalicos tem sido extensamente estudado empregando-se, inicialmente,
espectroscopia de absor¢do UV-Vis e microscopias eletronica e de forca atdbmica. O
espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS, Small Angle X-Ray Scattering)
permite caracterizar um material em termos de densidade eletrdnica, possibilitando
obter informacdes in situ sobre o crescimento de nanocristais. A partir de dados
experimentais obtidos com essas técnicas, Polte e coautores®™® propuseram um
mecanismo para a formacéo bottom up de nanoparticulas de ouro que é apresentado

de forma simplificada na Figura 2.
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Precursor Monémeros Ndcleos/sementes Nanoparticula

Figura 2. Simplificacdo das etapas mecanisticas envolvidas na sintese de nanoparticulas
metalicas.

A primeira etapa na formacdo de AuNPs é a reducdo do cation Au®* e a
formagdo de mondémeros e de aglomerados contendo alguns poucos atomos de AuP,
Na segunda etapa, ha a formacgédo de ndcleos com tamanho médio inferior a 1,5 nm
que sdo chamados de sementes. Essa etapa define o nimero final de NPs e o tamanho
final das particulas; os passos seguintes ndo parecem ter influéncia nesse parametro.®
fons em solucdo se depositam sobre a superficie das sementes, formando uma dupla
camada eletronica e a reducdo dos cations metalicos levam ao crescimento das NPs,
que pode envolver também a agregacdo de sementes.®®* De acordo com dados de

SAXS, esse mecanismo pode ser valido para varias condi¢fes de reacdo nas quais a
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ordem de adi¢do dos reagentes e temperatura foram alteradas.®* A quantidade de
atomos de AuC que estdo disponiveis para a formacdo de sementes depende da
reducdo dos cations precursores. No caso da sintese de ouro coloidal através da reacao
entre o citrato e tretracloreto de ouro, a cinética de reducdo é influenciada pela
temperatura, pH e ordem de mistura/quantidadedos reagentes, o que afeta a
morfologia dos nanocristais. O tamanho das AuNPs depende também da morfologia e
da estabilidade do coloide.*®

Para AgNPs, o mecanismo de reducdo e crescimento das NPs com citrato ainda
ndo foi totalmente esclarecido, mas difere daquele proposto para a sintese de AuNPs.
Os processos quimicos que ocorrem ndo envolvem a formacédo sequencial de um certo
nimero de mondmeros e sementes. Por serem sequenciais, a sintese ndo pode ser
separadas em etapas independentes® e, dessa forma, a relacio entre a quantidade de
mondmeros e sementes tem grande influéncia sobre o tamanho das particulas finais.*’
As sinteses com citrato e cations prata geralmente levam a NPs maiores e menos
uniformes em termos de tamanho, i.e., polidispersas, % comparadas as AuNPs e
particulas esféricas s6 podem ser obtidas utilizando-se métodos de reducdo em varias
etapas.*®

O crescimento da NP até que ela atinja a sua forma final pode ser controlado
por agentes estabilizantes ou de recobrimento (em inglés capping agents), moléculas
cuja coordenacdo com o metal na superficie da NP previne seu crescimento
descontrolado. A interacdo dessas espécies com a superficie da NP pode ocorrer
através de coordenagdo, adsorcdo ou interacdo ibnica e interacOes fortes geralmente
resultam em nanoparticulas menores.>® Para metais nobres como Ag, Au, Pt e Pd, a
forma final da NP é determinada tanto pela estrutura do nucleo/semente como pela

acio dos agentes de recobrimento.*°
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1.2.2. Agentes redutores, estabilizantes e funcionalizagé&o

A estabilidade das dispersdes coloidais depende da distribuicdo de cargas e
das forcas que atuam na superficie das NPs. A regido ao redor de uma NP possui uma
parte interna chamada de camada de Stern, onde ions estdo fortemente ligados a
superficie da NP formando uma dupla camada elétrica e uma regido na qual os ions
estdo ligados mais fracamente, chamada de plano hidrodinamico de cisalhamento, que
estd mais distante da superficie da NP e que se difunde até atingir a o bulk da solucéo
que é neutro (Figura 3).** O potencial eletrostatico no plano de cisalhamento é
chamado de potencial zeta ({) e depende das propriedades elétricas na superficie da
NP e do dispersante/estabilizante usado. Esse potencial pode ser medido
monitorando-se a mobilidade eletroforética da particula na presenca de um campo
elétrico externo. A interagdo das NPs se correlaciona com o seu potencial e ndo com
a carga na superficie da NP e, portanto, esse parametro pode ser usado para inferir a
estabilidade de dispersGes coloidais. De acordo com a Teoria DLVO (Derjaguin,
Verwey, Landau e Overbeek) a energia resultante da interacdo entre NPs resulta de
forcas de atracdo de van der Waals e forgas repulsivas na dupla camada elétrica.*>3
Como resultado hd dois minimos de energia, quando as particulas estdo muito
proximas (primario, ligado a coagulacdo) e quando estdo a uma distancia Otima
(secundaria, ligado a floculagéo). Quanto maior o potencial { maior a estabilidade da
dispersdo, visto que a repulsdo entre as particulas € maior que as forcas atrativas de
van der Waals. A magnitude em modulo do potencial zeta tem servido como
indicador da estabilidade da dispersédo coloidal de NPs ou capacidade de resistir a
agregacio e/ou precipitagdo.*?*® Valores de potencial { se encontram geralmente na

faixa de —100 mV a +100 mV, e valores menores que —30 mV ou maiores que +30
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mV estdo na faixa de estabilidade moderada de de NPs, enquanto que menos que —40

mV ou mais que +40 mV ja é considerada um alto grau de estabilidade.*

Camada de Stern

Potencial zeta aparente

Plano de cisalhamento

Figura 3. Distribuicdo de cargas elétricas nas NPs em solucao, com as camadas elétricas e a curva
de potencial elétrico em funcdo da distancia, considerada para uma particula com carga positiva.

Agentes estabilizantes recobrem a superficie das NPs metélicas aumentando as
forcas de repulsdo entre elas por meio de efeitos eletrostaticos e/ou estéricos.
Estabilizantes carregados eletricamente formam uma camada na superficie das
nanoparticulas resultando em repulsdo coulombica entre NPs. Esse é o exemplo de
estabilizagdo promovida pela molécula de citrato*’°, que carrega a superficie da NP
negativamente. Alguns fatores podem, entretanto, perturbar essa estabilidade
conferida pelas moléculas, como a forca i6bnica e o pH do meio. Polimeros e
moléculas surfactantes na superficie da NP, por sua vez, diminuem a agregagdo por
efeitos estéricos, ja que as cadeias poliméricas impedem a aproximagdo dos nucleos
metalicos. Agentes estabilizantes por repulsdo estérica incluem polimeros como
polivinilpirrolidona (PVP) e tensoativos como o brometo de hexadeciltrimetilaménio

(CTAB).
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Os redutores podem, além de fornecer os elétrons para reducdo de cations
metéalicos, atuar como solvente e agentes estabilizantes. Desta forma, eles impactam a
morfologia dos nanocristais pois podem influenciar de maneiras diferentes as
cinéticas de nucleacio e crescimento.*® A estabilidade das dispersdes coloidais de
NPs também é um fator importante para seu uso, ja que particulas na escala de
tamanho menores que 1 um tendem a se agregar e precipitar.*” Alguns exemplos de
espécies quimicas que atuam tanto como redutores quanto e estabilizantes incluem
moléculas que apresentam diferentes grupos funcionais como hidroxila (etanol,
etilenoglicol), carbonila (formaldeido, &cido citrico, acido ascérbico), benzeno
(piridina, hidroquinona) entre outros.*®

As moléculas presentes na superficie de NPs metalicas podem, além de
desempenhar as funges citadas, também atuar em sua funcionalizacdo, pois estdo na
interface entre 0 material e 0 meio de reacdo, onde interacGes essenciais para 0s mais
diversos processos podem acontecer.® NPs podem ser funcionalizadas com moléculas
antioxidantes, espécies que induzem permeacdo celular, farmacos, espécies
responsivas que permitem seu uso em reconhecimento molecular e agentes de
contraste para bioimagens, por exemplo.*® Um exemplo de funcionalizacio de NPs
com moléculas ativas é reportado por Singh e colaboradores que demonstraram que a
curcumina, o pigmento amarelo do acafrdo-da-india, foi capaz de agir como redutor e
estabilizante, além de conferir & NP uma atividade antioxidante frente a radicais 1,1-

difenil-2-picril-hidrazila (DPPH").*

1.2.3. Toxicidade de nanoparticulas metalicas
Embora sejam importantes para a sintese das NPs, alguns dos redutores,
reguladores de crescimento e estabilizantes utilizados s@o potencialmente toxicos para

organismos Vvivos e incompativeis com 0 meio ambiente. Por exemplo,
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hidrocarbonetos de cadeia longa e polimeros sdo classificados como perigosos,
irritantes, corrosivos e prejudiciais ao meio ambiente, e solventes organicos podem
ser toxicos e inflamaveis.?®® Para mitigar esses potenciais efeitos, si0 necessarias
abordagens de sintese ambientalmente compativeis, e alguns exemplos de estratégia
compreendem o uso de redutores, agentes de recobrimento e estabilizantes de origem
natural, como extratos de plantas ou de bactérias.®>°

Além disso, NPs em si também podem ser tdxicas, visto que as mesmas
propriedades que conferem a elas usos tecnoldgicos promissores também podem ter
efeitos adversos em drgdos e tecidos. NPs podem interagir com proteinas e enzimas
em células animais e interferir em processos redox in vivo, levando a formacdo de
espécies reativas de oxigénio e resposta inflamatoria que conduz a morte celular por
apoptose ou necrose.®* O pequeno tamanho das NPs facilita sua difusdo na atmosfera,
em &guas e solos, e dificulta sua remogéo por técnicas usuais de filtracdo.%? Devido a
esses e outros possiveis efeitos toxicos e ao aumento do uso de nanomateriais em
tecnologia houve a ascensdo da nanotoxicologia, campo que identifica perigos em
potencial de nanomateriais e propde medidas preventivas e remediativas.>®

O uso de NPs metélicas em catélise possui um problema intrinseco de
separagdo para recuperacdo e reuso, ja que as NPs sdo muito pequenas e podem
facilmente poluir o meio ambiente. A imobilizacdo de nanocatalisadores em carbono,
polimeros e matrizes inorganicas como nanosilica,> representa uma estratégia efetiva
para prevenir sua liberagdo no ambiente e acumulo em sistemas bioldgicos.>®%¢ Além
disso, suportes podem evitar a agregacdo de NPs durante ciclos continuos de reacdo
ou condicbes de fluxo continuo e promover a catalise através da criacdo de novos
sitios ativos na interface metal-suporte.5”*® Suportes ideais devem ser quimicamente

inertes, ter uma grande area superficial, tamanho uniforme e ser eficientes na retencdo
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do nanocatalisador. Suportes magnéticos também podem facilitar a recuperacdo, mas
devem ser usados com cautela devido & possivel interferéncia nas reages.>® %!

Neste contexto, resinas de troca ibnica comerciais sao suportes convenientes
para a imobilizacdo de NPs devido a conveniéncia, versatilidade quimica e
estabilidade. Esses suportes sdo facilmente recuperaveis devido ao grande tamanho e
uniformidade, tem alta area de superficie, suportam diversas reacdes quimicas e
podem ser quimicamente modificadas para se ligarem mais fortemente as NPs.>"%®
Nanocatalisadores suportados usualmente sdo preparados atraves da reducdo de um
precursor catidnico adsorvido na superficie da resina utilizando-se hidrogénio ou
redutores mais fortes como hidrazina, boro-hidreto ou formaldeido.®? Entretanto, isso
pode levar a uma adsorcao fraca das NPs ao suporte e, dessa forma, agentes redutores
que ja estejam covalentemente ligados a resina podem favorecer a imobilizacdo se as

etapas de reducdo e nucleacdo forem rapidas.

1.3. Pontos quanticos de carbono, carbon dots

Carbon dots (CDs), ou pontos quénticos de carbono, s&o NPs de carbono
contendo um ndcleo amorfo ou nanocristalino, contendo predominantemente
carbonos grafiticos (sp?) ou nanofolhas de grafeno/Oxido de grafeno fundidas por
insercdes de carbono do tipo diamante.%® Os CDs possuem vérias caracteristicas-
chave e vantagens em relacdo a semicondutores nanoestruturados e nanoparticulas
metélicas, como alta fotoestabilidade e resisténcia ao fotobranqueamento, baixa
dimensionalidade, baixa toxicidade, boa compatibilidade ambiental e os métodos para
a sua preparacio sdo simples e tem baixo custo.'?®* CDs encontram aplicagio como,
por exemplo, sensores, diodos emissores, fotocatalisadores, componentes em células

fotovoltaicas, supercapacitores e baterias e agentes para aquisicio de bioimagem.®®
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Devido ao seu tamanho e biocompatibilidade, CDs podem atuar como carregadores
de farmacos e permitem monitoramento da cinética de liberagdo por imagem.%*

CDs séo classificados em quatro categorias (Figura 4): (a) pontos quanticos de
grafeno ou graphene quantum dots (GQDs), que consistem em folhas de grafeno de
tamanho nanométrico, (b) pontos quénticos de carbono ou carbon quantum dots
(CQDs), que séo estruturas esféricas e cristalinas com grupos funcionais na superficie,
(c) pontos quanticos de carbono nanoestruturado ou carbon nanodots (CNDs), que
sdo particulas com caracteristica amorfa que ndo possuem estrutura cristalina 6bvia e
(d) pontos de polimero ou polymer dots (PDs), que apresentam estrutura polimérica.®®

Em algumas referéncias, os PDs e CNDs s&o considerados como uma Gnica classe.®’

5-10 nm

Figura 4. Representacdo da composi¢cdo e estrutura das diferentes classes de NPs de carbono
fluorescentes: (A) pontos quanticos de grafeno, GQDs, (B) pontos quanticos de carbono, CQDs,
(C) pontos quéanticos de carbono nanoestruturado, CNDs e (D) pontos de polimero, PDs.

Enquanto os GQDs possuem uma estrutura muito bem definida de nanofolha
de carbonos sp? o0s outros tipos de nanoparticulas possuem estruturas mais
diversificadas, que podem combinar a estrutura cristalina do grafeno com porcées
amorfas. Nesse sentido, os CQDs apresentam um nticleo cristalino de carbonos sp? e
sp® e os CNDs possuem principalmente carbonos sp®> e um nicleo estrutural
desorganizado. Esses dois tipos de particulas sdo esféricos ou quase esféricos,
diferentemente dos GQD que podem ter forma de disco plano com apenas uma folha

de grafeno. Os CQDs, devido a sua organizagdo estrutural, apresentam efeitos de
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confinamento quantico (discutidos adiante) em suas propriedades, enquanto os CNDs,

nao.58

1.3.1. Mecanismo de formac&do e precursores para a producao de
carbon dots

Nanomateriais de carbono, assim como em nanoparticulas metalicas, também
sdo preparados através de métodos top-down e bottom-up. No primeiro, ocorre a
reducdo do tamanho de estruturas de grafeno/grafite, através de oxidacdo quimica ou
eletroquimica, por exemplo.®® No segundo, a sintese envolve a pirdlise e carbonizagéo
de moléculas organicas até se chegar em estruturas grafiticas/grafeno e/ou outras
estruturas poliméricas. Os métodos de aquecimento dos precursores incluem
aquecimento dielétrico com micro-ondas e aquecimento convencional nas sinteses
hidrotérmica/solvotérmica e pir6lise.”

A formacdo de CDs a partir de precursores organicos envolve multiplas
reacOes, que incluem etapas de condensacdo, polimerizacdo e carbonizacao.
Moléculas organicas podem formar cadeias de compostos intermediarios por reaces
de condensacdo como amidacdo, condensacdo aldolica, condensacdo de bases de
Schiff e reacbes radicalares.®® Em seguida, estes intermediarios se polimerizam ou
agregam e sao carbonizados formando nucleos de carbono que podem ter a superficie
passivada com as moléculas precursoras.®® A carbonizacio para formagéo dos nticleos
consiste em reacbes de desidratacdo, descarboxilacdo, desaminacdo e
desidrogenacéo.”* Rigodanza e colaboradores confirmaram a ocorréncia dessas etapas
na formacdo de CDs derivadas de ariginia arginina e etilenodiamina utilizando SAXS
e outras técnicas de caracterizacdo como FTIR, DLS e XPS.%8 Os autores observaram
quatro etapas até a formacao de particulas, a saber: agregacdo de moléculas organicas,

formacdo de um nudcleo denso com uma camada estendida com caracteristica de
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surfactante, colapso da camada externa e aromatizacdo do nucleo. Esses resultados
permitiram concluir que CNDs, com seu nucleo amorfo, sdo um passo intermediario
para a formacdo dos CQDs, estes ultimos sofrendo o processo de grafitizacdo e
ordenagdo da estrutura cristalina que compdem sua estrutura.® As reacbes de
condensacdo, adicdo e polimerizacdo que ocorrem durante a sintese sdo facilitadas
pela presenca de insaturacdes e de grupos funcionais hidroxila (—-OH), carboxila (—
COOH) e amino (-NHz) nos materiais de partida.”

CDs ja foram encontrados em produtos comerciais como café e caramelo, que
sdo produtos a base de agucares e outros compostos organicos gque passaram por
processos térmicos.”? Dada a facilidade de obtencdo das nanoparticulas a partir de
matéria organica, sdo inumeras as publicacdes cientificas que reportam a sintese e
obtencdo de CDs. Exemplos de matérias primas incluem extratos de plantas,”
glicose’ e outros carboidratos,” aminoécidos’® e produtos ricos em proteinas como
leite,”” pupas de bicho-da-seda,’® estrume,”® entre outros. Essa possibilidade do uso de
diferentes fontes renovaveis e biomassa como materiais de partida é atraente pois

torna a sintese dos CDs nao poluente e ambientalmente compativel.

1.3.2. Propriedades fotofisicas de pontos quanticos de carbono
Nanomateriais fotoluminescentes tém sido extensivamente empregados em
diversas areas da ciéncia. Pontos quanticos de carbono possuem vantagens com
relacdo a moléculas orgénicas pequenas, como alta fotoestabilidade.? Além disso, suas
propriedades de luminescéncia podem ser moduladas, apresentam excitacdo multi-
fotbnica e s@o sujeitas a eletroquimioluminescéncia. CDs absorvem luz
principalmente na regido do UV e fluorescéncia na regido do visivel, com
possibilidade de altos rendimentos quéanticos e em diferentes regides do espectro.

Possuem, portanto, um alto deslocamento de Stokes, e sua propriedade mais
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caracteristica, presentes em quase todos os tipos de NP, é a emissdo dependente da
excitacdo, i.e., maximo de emissdo que varia conforme o comprimento de onda de
excitacdo, podendo atingir uma ampla faixa do espectro visivel. Essas caracteristicas
dependem dos precursores, condi¢des de sintese e tratamentos posteriores do material
obtido, indicando que estdo relacionados com a complexa estrutura interna e de
superficie destas NPs.8°

Os mecanismos que explicam as propriedades fotofisicas diferenciadas dos CDs
estdo sendo investigados. As principais hipoteses incluem efeitos de confinamento
quantico, efeitos de superficie e efeitos de nucleos fluorescentes moleculares, todos
esses intimamente relacionados a estrutura de cada tipo de CD.8%°

O efeito do confinamento quantico relaciona-se aos dominios m conjugados e
foi observado por alguns autores medindo-se a fluorescéncia de CDs de diferentes
tamanhos. Observou-se o deslocamento do comprimento de onda maximo de emissdo
para a regido do vermelho conforme o tamanho da particula aumentava de diametro
de 1,2 a 3,8 nm.%! Este resultado foi racionalizado considerando-se que conforme o
tamanho da particula aumenta e estende os dominios n conjugados, a diferenca de
energia HOMO-LUMO diminui, explicando o deslocamento da emiss&o observado.®

Os efeitos de estados de superficie se correlacionam com a natureza quimica
dos grupos conjugados na superficie e com a presenca de defeitos.®® Os defeitos de
superficie causado pela ligacdo de grupos funcionais, podem afetar os niveis de
energia eletrénica do CD e serem responsaveis pela dependéncia do comprimento de
onda de emissdo com o de excitagdo.3* Ding e colaboradores demonstraram esse
efeito de superficie na fluorescéncia dos CDs ao obter particulas com diferentes graus

de oxidagdo de superficie, conferida por diferentes grupos quimicos oxigenados.
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Observou-se o deslocamento do maximo de fluorescéncia para comprimentos de onda
menos energéticos, conforme se aumentava o grau de oxidacdo da superficie.®®

A hipétese do estado molecular diz respeito a formacdo de compostos
organicos fluorescentes durante a sintese de CDs que acabam sendo incorporados a
essas nanoparticulas. O &cido citrico € o precursor mais utilizado como fonte de
carbono para a producdo de CDs. Para melhorar o rendimento quantico e deslocar a
emissdo do ultravioleta para a regido visivel é necessaria a adicdo de uma fonte de
nitrogénio (como etilenodiamina, trietanolamina, entre outras) para dopagem
(insercdo nas estruturas internas) e/ou funcionalizacdo da superficie, mais conhecida
como passivacio®® Alguns estudos revelaram que a fonte de atomos de nitrogénio e
sua hibridizacdo afetam drasticamente as propriedades das particulas. Por exemplo,
Schneider e colaboradores utilizaram trés diferentes fontes de nitrogénio como
material de partida de producdo de CDs, etilenodiamina, hexametilenotetramina e
trietanolamina. Os autores observaram que nitrogénio primario, secundario e terciario
no precursor molecular afetou profundamente as propriedades das particulas obtidas
pois influenciou o conteddo de nitrogénio grafitico das particulas, afetando seu
rendimento quéntico de fluorescéncia.®” Em outras sinteses com &cido citrico e
etilenodiamina como precursor identificou-se a formacédo de uma moléculas organica,
acido citrazinico, em meio a estrutura carbonica, que é produto de condensacao dos
precursores e que possui alto rendimentos quanticos de fluorescéncia no azul.®® Fu e
colaboradores® atribuiram a fluorescéncia dos CDs & presenca de diversos
hidrocarbonetos aromaticos policondensados inseridos em uma regido amorfa do
nucleo da nanoparticula.

O uso de matrizes complexas como fonte de carbono e nitrogénio permite

modular as propriedades dos CDs, mas pode resultar em problemas como variac6es
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consideraveis na composicdo, alteracbes ndo desejadas da superficie e das

propriedades, além de agregacdo e polidispersdo.®

As diversas reacdes de
carbonizacgéo que levam a formacdo das NPs sdo pouco controlaveis e é dificil separar
as contribuicbes de cada processo para o resultado final.*® H& varios relatos que
buscam relacionar a estrutura dos pontos quanticos de carbono as suas propriedades
fotofisicas.’> % Entretanto, estudos que relacionam as propriedades dos CDs a
estrutura dos seus precursores verificando a ocorréncia de algum tipo de memoria
molecular que é preservada no material sdo escassos. Para realizar tais estudos, uma
abordagem baseada no uso de um unico precursor, para estudos de estrutura-
propriedade, é conveniente, pois elimina a interferéncia de outros componentes, e as

particulas resultantes podem preservar caracteristicas da molécula precursora apds a

decomposicdo.®

1.4. Betalainas e seu potencial uso na preparacdo de nanoparticulas
Betalainas sdo produtos naturais coloridos, com alta capacidade redutora e que
estdo contidas em matrizes complexas usadas na producdo de NPs. Suco bruto de
beterraba, rico em betalainas, foi usado na fabricacdo de NPs metélicas de Au, Ag, Pt
e Pd.® Como o suco é rico em betanina (Bn), outro estudo sugere que a oxidagio
dessa betalaina fornece os elétrons necessarios para a reducdo dos cations metalicos
levando a formagdo de neobetanina (neoBn), o derivado piridinico da betanina.%
Entretanto, outros componentes presentes no suco, Como agucares e aminoacidos, que
também sdo comumente utilizados para sintese de NPs,*"% impedem que o papel das
betalainas no processo seja elucidado. Recentemente, foi reportada a sintese de
AgNPs com Bn e sua utilizacdo para estudos de atividade antimicrobiana. Os autores
afirmaram obter particulas cobertas por Bn e atribuiram a reducdo e coordenacéo da

superficie a parte da molécula contendo a glicose.®
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Estudos anteriores nos quais o grupo colaborou com a pesquisa do Prof.
Jacinto S& da Universidade de Uppsala relataram a producdo de AgNPs a partir de
extrato comercial de beterraba contendo betanina e nitrato de prata empregando-se um
sistema microfluidico controlado por um algoritmo genético.’® Estas NPs foram
utilizadas como fotossensibilizadores em uma montagem fotocatalitica utilizando
TiO2 e NPs de ruténio como co-catalisador para a producdo de Ha. As NPs produzidas
com o extrato, em comparacdo ao de NPs produzidas com NaBHs e polimero
estabilizante, promoveu maior separacio de cargas e eficiéncia catalitica.'® Esses
resultados levaram a hipoOtese de que betalainas podem retardar a recombinacédo
elétron-buraco em NPs através de mecanismos de transferéncia de elétrons como a
transferéncia de elétrons acoplada a protons (PCET, proton-coupled electron transfer)
que foi suportada pelo estudo computacional dos mecanismos de oxidacdo de
betalainas em solugo.10%1%

Betalainas substituem as antocianinas (que pigmentam grande parte das
angiospermas) na pigmentacao de plantas da ordem Caryophyllales. Esses pigmentos
também foram encontradas em fungos dos géneros Amanita e Hygrocybe,'* o que
aumenta a importancia desses metab6litos como marcadores filogenéticos. Exemplos
de plantas e fungos que apresentam pigmentacdo por betalainas de coloracdo rosea e
amarela incluem a beterraba (Beta vulgaris subsp. vulgaris L.), o fungo basidiomiceto
agario-das-moscas [Amanita muscaria (L.) Lam.], flores como a maravilha (Mirabilis
jalapa L.) ou onze-horas (Portulaca grandiflora Hook.), a primavera (Bougainvillea
spp.), a pitaia rosa (Hylocereus monacanthus (Lem.) Britton & Rose) e frutos de
figueira-da-india [Opuntia ficus-indica (L.) Mill.] (Figura 5).2%51% A funcdo das

betalainas nas plantas inclui a atracdo de vetores no processo de polinizagdo e
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dispersao de sementes, porém a sua presenca em raizes como a beterraba e fungos nao

106-108

revela uma finalidade evolutiva evidente.

Figura 5. Fontes de betalainas. (A) Beterraba, https://www.quickdryfoods.com/products/beet-
root/ (B) agario-das-moscas, © flores de onze-horas,
https://flores.culturamix.com/flores/naturais/onze-horas (D) pitaia rosa,
https://ww.shutterstock.com/pt/image-photo/dragon-fruit-on-wooden-board-616057454 (E)
Primavera, https://www.jardiland.pt/diversos/a-buganvilia/ e (F) frutos de figueira-da-india.,
https://www.shutterstock.com/pt/image-photo/prickly-pear-cactus-opuntia-ficusindica-known-
243426901

Betalainas séo biossintetizadas a partir do acido betalamico e ha dois tipos de
derivados naturais: as betaxantinas, iminas ou sais de iminio de cor amarela/laranja
derivadas do acoplamento entre o &cido betalamico e aminoacidos ou aminas, e as
betacianinas, que sdo iminas formadas a partir do acoplamento com derivados
glicosilados da ciclo-DOPA, com cor vermelha-violacea (Esquema 1).109110
Betaxantinas artificiais podem ser semissintetizadas a partir do acoplamento entre

acido betalamico e nucleéfilos de nitrogénio.!1-113
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Esquema 1. Estruturas gerais dos dois tipos de betalainas naturais, betacianinas (1; R, R? = H,
agucares, e.g., glicose) e betaxantinas (3; R% R* = H, cadeias laterias de aminoécidos) e estrutura
do seu cromoforo e precursor comum, o acido betalamico (2). A escala de cores representa a
coloracao tipica de cada tipo de betalaina e do precursor.

Devido a sua coloragdo, as betalainas encontram aplicagdes como corantes de
alimentos, sendo a betanina aprovada pela agencia regulatéria dos Estados Unidos
(FDAT73.40) e Europa (EFSA/E162) e utilizada em produtos alimenticios e
cosméticos.!* Modificacdes moleculares na estrutura de betalainas permitiram que o
grupo desenvolvesse um corante pseudo-natural quasibetalainico de cor azul chamado
de BeetBlue que tem um sistema 1,11-diazaundecametinio como cromdforo.!®> Além
do uso como aditivo corante, as propriedades moleculares das betalainas tem
possibilitado a investigacdo de outras aplicacdes.!!® Esta classe de moléculas
apresenta potenciais efeitos benéficos quando usada no tratamento em patologias
associadas ao estresse oxidativo e inflamacdo.!'’ Betalainas também tém efeitos
analgésicos!® e anti-inflamatdrios in vivo e in vitro, sendo capazes de reduzir niveis
de citocinas pro-inflamatorias, além de reduzir a atividade de enzimas como a COX-2
e LOX, as quais participam dos processos moleculares de inflamagéo.'!® Esses efeitos
benéficos estdo intimamente relacionados sua com seu potencial antioxidante, como
ja demonstrado em estudos in vitro, 109116

A oxidagdo de betalainas pode levar a radicais estabilizados por
ressonancia.!?®® Betanina é uma betacianina fenolica e seu TEAC (capacidade
antirradicalar em equivalentes de Trolox) ¢ igual a 4,7 £ 0,3, valor comparavel a

50



antioxidantes como epicatequina galato do cha verde e quercetina. Indicaxantina, por
sua vez, apresenta um valor de 1,6 = 0,1 e a diminuicdo em relacdo a betanina pode
ser explicada pela auséncia do anel catecolico glicosilado da betanina. Esse resultado
sugere que a estabilizacdo do radical por ressonancia pode ocorrer na porcao fendlica
ou no sistema 1,7-diaza-heptametinio das betalainas.'?*'?> Recentemente, nosso grupo
de pesquisa demonstrou que a presenca da hidroxila na posicdo meta do anel
aromatico de betalainas artificiais aumenta sua capacidade antirradicalar,
possivelmente por ndo estar conjugado com o sistema 1,7-diaza-heptametinio.*®®
Posteriormente, demonstramos que 0 esse sistema € essencial para a atividade
antioxidante e que 0 mecanismo mais favoravel termodinamicamente para a oxidacao
de um elétron é a transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT).1?

Betalainas sdo capazes de formar complexos metélicos, embora, na presenca
de cations metalicos em excesso estequiométrico, a decomposicdo de betalainas seja
favorecida.'?® Ha relatos de complexacio de betanina com Cu*, Cu?*, Hg** em meio
aquoso neutro.’® Esta propriedade permitiu o desenvolvimento de aplicagbes
tecnoldgicas como uma sonda desenvolvida através de um complexo de cor amarela
entre Bn e Eu®". Esse complexo foi utilizado para a quantificacio de dipicolinato de
calcio em esporos bacterianos, incluindo Bacillus anthracis.!?® Mais importante,
betalainas podem ser usadas como fotossensibilizadores em células solares
interagindo com semicondutores. Um estudo utilizando betanina como
fotossensibilizador em TiO2 nanocristalino demonstrou que a partir da absorcéo de
um foton, ocorre uma injecdo de dois elétrons pela molécula, e no processo de
recombinacdo, ha o retorno de um elétron e formagdo de um radical semiquinona

estavel, o que limita a sua aplicacdo.’®® Outro estudo que utilizou também a
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indicaxantina demonstrou que ela aumenta a eficiéncia da célula solar quando
comparada a betanina e, além disso, adsorve mais ao TiO2.1%’

Em resumo, o sistema 2,6-dicarboxi-1,7-diaza-heptametinio de betalainas
pode participar da reducéo de cations metalicos, da interagdo com metais na superficie
de nanoparticulas e contem as insaturacdes e atomos de nitrogénios que as tornam

possiveis candidatos para a formacédo de estruturas cristalinas em CDs fluorescentes

em baixas temperaturas.*?®
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2. OBJETIVOS

Fabricar nanoparticulas metalicas e pontos quanticos de carbono utilizando
betalainas como matéria prima e investigar os efeitos da estrutura dos precursores nas

propriedades dos materiais obtidos.

2.1. Objetivos especificos

— Fabricar nanoparticulas de ouro e prata utilizando diferentes betalainas como
agentes redutores e estabilizantes, e investigar a influéncia da estrutura da
betalaina sobre tamanho, morfologia, estabilidade e propriedades redox e
fotoredox das NPs obtidas.

— Funcionalizar microesferas de polimero com betalaina e avaliar seu efeito
sobre a sintese e atividade de nanocatalisadores de Ag, Au e Fez04 suportados
e ambientalmente compativeis.

— Sintetizar pontos quanticos de carbono utilizando betalainas e derivados como
matéria prima e entender os efeitos dos precursores sobre suas propriedades

estruturais, fotofisicas e fotoredox.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O texto foi organizado em trés sec¢Bes: fabricacdo de nanoparticulas metélicas,
sintese de nanocatalisadores suportados em microesferas poliméricas e fabricacdo dos

pontos quanticos de carbono.

3.1. Sintese de nanoparticulas hibridas betalaina-metal e suas
propriedades fotoredox

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados da investigacdo do uso de
compostos betalainicos na sintese nanoparticulas hibridas betalaina-metal e suas
propriedades fotoredox. Serdo discutidos a acdo redutora destes produtos naturais e
seu papel como agentes estabilizantes na sintese de nanoparticulas metalicas.
Finalmente, a influéncia do metal e da porcdo organica das nanoparticulas na
formacdo e consumo fotoinduzidos do radical cation do acido 2,2’-azino-bis(3-

etilbenziotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) sera discutida.

3.1.1. Sintese de Au NPs e Ag NPs na presenca de compostos
betalainicos

O tratamento térmico de misturas de cations de metais de transicdo e suco de
beterraba resulta na formacdo de nanoparticulas metélicas. Usando suco de beterraba
bruto, Varma e colaboradores descreveram a sintese assistida por micro-ondas de
nanoparticulas de Pd, Pt, Au e Ag® e mostraram que AuNPs podem ser obtidas
também em temperatura ambiente.’?**® Embora o mecanismo de formagdo e
estabilizacdo das nanoparticulas nessas condi¢des seja desconhecido, assim como
quais espécies participam em cada etapa do processo, o baixo potencial de reducao
das betalainas e o fato de serem espécies majoritariamente carregadas em solucao

aquosa permite inferir que elas participem do processo. Essa hipdtese € corroborada
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pelos resultados obtidos com extrato de beterraba em po6 diluido com dextrina,
comercializado como betanina em dextrina, na producdo de NPs metalicas.'® Nosso
grupo demonstrou que essas duas matrizes sdo complexas e contém diversos
componentes. %

A pergunta cientifica inicial indagou se a betanina (Bn) pura, principal
componente de extratos de beterraba e corantes alimenticios derivados dele, era capaz
de reduzir cations metalicos e estabilizar a nucleacéo e crescimento de nanoparticulas
de ouro ou prata (AuNPs e AgNPs). Contudo, para obter um entendimento mais
aprofundado das relacBes entre a estrutura de betalainas e seus efeitos na possivel
formacdo dessas nanoparticulas metalicas, decidiu-se investigar como a indicaxantina
(BtP), uma betaxantina que difere da betanina somente pela auséncia da porcédo
catecol glicosilada, e o acido betalamico (HBt), o principal produto de hidrolise de
todas as betalainas, se comportam em comparacdo a betanina. Betanina, indicaxantina
e acido betalamicos serdo chamados de compostos betalainicos nesse texto (Figura 6).

Betanina foi isolada do suco de beterraba bruto empregando-se precipitacdo
fracionada com isopropanol seguido por cromatografia de coluna em condicdes de
fase reversa, conforme descrito anteriormente pelo grupo.'®* O HBt foi extraido de
suco de beterraba submetido a hidrolise alcalina com acetato de etila,***3? um
solvente organico considerado benigno'®. Indicaxantina foi preparada a partir do
acoplamento entre HBt e L-prolina em meio aquoso e purificada por cromatografia de
coluna em condigdes de fase reversa.**135 Como os métodos usados para a obtencio
dos compostos betalainicos foram descritos anteriormente pelo grupo, eles serdo
detalhados apenas nos métodos dessa Tese.

Como controle, foram preparadas nanoparticulas de ouro e prata reagindo-se

acido tetracloroaurico (HAuCIls) ou nitrato de prata (AgNOz) com citrato de sodio
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(Citr Na) sob irradiacdo com micro-ondas, nas mesmas condicdes utilizadas para 0s
compostos betalainicos. Os espectros de absorcdo das CitrAgNPs, CitrAuNPs e dos
compostos betalainicos puros sdo apresentados na Figura 6. Observa-se — como
descrito na literatura’”**® — que a banda plasménica das CitrAgNPs é larga e tem
maximo de absorcdo em 432 nm, enquanto a de CitrAu NPs é mais estreita e tem
méaximo de absor¢do no verde (523 nm). A relacdo entre o espectro de UV-Vis e a
distribuicdo de tamanhos ja foi bem estudada para particulas com citrato, indicando
um tamanho de cerca de 60 nm para AgNPs*¥", com grande polidispersdo e 10-30 nm
para AuNPs*3. Propositalmente, os compostos betalainicos selecionados oferecem,
além da possibilidade de estabelecer relacGes estrutura-propriedade, a absor¢édo de luz
visivel na mesma faixa de comprimento de onda das nanoparticulas metalicas,

permitindo investigar efeitos de fotoexcitacdo do sistema.
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Figura 6. Estrutura das dos compostos betalainicos em suas formas neutras. Betanina e
indicaxantina sdo apresentadas como cloretos vistos que sdo obtidas com acidulagdo com HCI. A
configuracdo da dupla ligacdo da indicaxantina nao foi determinada.
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Para ilustrar 0 que representa obter betalainas naturais a partir do suco de
beterraba, sdo apresentados 0s espectros de absorcdo UV-Vis da betanina pura em
solucdo aquosa do suco de beterraba bruto e do extrato de beterraba diluido em
dextrina (betanina comercial) (Figura 7). Além disso, € mostrada sua analise
cromatografica apos a purificacdo. Nota-se, pelo perfil do espectro de absor¢do que
desvia da banda gaussiana com maximo em 536 nm, que ndo ha apenas Bn como

pigmento presente no suco de beterraba ou no corante comercial.
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gei:n!na » abs 500 nm
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Figura 7. Comparacéo entre os perfis de absorcéo de suco de beterraba, betanina em dextrina e
betanina pura e andlise cromatografica. (A) Espectros de absorcdo normalizados de suco de
beterraba, betanina comercial e betanina purificada. (B) HPLC da betanina purificada.
Cromatograma em A2 = 500 nm e A% = 254 nm. Condicdes: coluna Ascentis C18 (25 cm X 4,6
mm, 5 pm, Supelco) em condi¢des de fase reversa, gradiente 5 a 95% B em 40 min (Solvente A:
0,05% de HCO2H em H:0 e solvente B: 0,05% de HCO2H em MeCN).

Foram preparadas solugbes dos compostos betalainicos purificados e
quantidades equimolares de HAuUCIls ou AgNOs que foram irradiadas com micro-
ondas por 10 min em sistema aberto munido de condensador de refluxo sob poténcia
constante de 100 W, perfazendo um total de 60 kJ de energia. Este método de sintese
em micro-ondas € uma modificagcdo com irradiagdo com energia constante do método
descrito por Varma e colaboradores para suco de beterraba.®® A poténcia foi fixada
para que a energia fornecida ao sistema fosse sempre a mesma, considerando-se
relatos que a dindmica da reagdo, morfologia e distribuicdo de tamanho de NPs

podem ser afetada significativamente por flutuagdes na poténcia aplicada no estagio
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inicial da reacdo0.® A é&gua atingiu refluxo em cerca de 30 s e o sistema foi mantido
sob irradiacdo pelo tempo restante. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 5000 xg
por 10 min, e o precipitado obtido foi ressuspendido em agua e utilizado para as
caracterizacdes. Foram produzidas seis amostras que serdo chamadas, de agora em
diante, de BnAuNP, BtPAuUNP, HBtAuNP, BnAgNP, BtPAgNP e HBtAgNP. Nao
foram adicionados estabilizantes visto que o objetivo € do trabalho nédo € a sintese das
NPs, mas a comparacdo do efeito de cada betalaina em suas propriedades.

Os espectro de absor¢do UV-Vis das nanoparticulas de prata mostram bandas
plasmdnicas em torno de 400 nm e o perfil de espalhamento tipico de suspensdes de
nanoparticulas com absorcdo variando proporcionalmente com 1/A*(Figura 8).1%®
BnAgNP possui um maximo em 416 nm, e as imagens de microscopia eletrénica de
transmissdo mostram NPs polidispersas com morfologia poliédrica, com distribuicdo
de tamanhos entre 20 e 50 nm. As BtPAgNPs tém espectro de UV-Vis ligeiramente
deslocado para o azul, com maximo em 408 nm. As microscopias indicam a presenca
de particulas bem menores (10-12 nm) quando comparadas as BnAgNPs. As
HBtAgNPs, por sua vez, apresentaram uma banda de absor¢do com maximo em 416
nm e NPs maiores (38 nm), com tamanho comparavel aquelas obtidas utilizando-se
Bn.

As BnAuNPs apresentaram um espectro de absor¢cdo com maximo em 570 nm e
com largura a meia altura de aproximadamente 180 nm, indicando um sistema
polidisperso (Figura 8D). Pela observagdo das imagens, constatou-se os tamanhos
irregulares, com média de 68 nm, e uma morfologia mais parecida com nanodentridos
e/ou agregados de particulas menores. A utilizacdo de BtP e HBt como agente redutor
e estabilizante resultou em grandes mudancas com relacdo & Bn. Os espectros de

absorcao tiveram o méximo deslocado para comprimentos de onda menores, de 548
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nm para BtP e 530 nm para HBt, sugerindo menor tamanho, o que foi confirmado na
observacao das imagens de microscopia. As BtPAUNPs apresentaram tamanho médio
de 12 nm, morfologia mais esférica e sdo menos polidispersas que as BnAuUNPs. As
HBtAuUNPs, seguindo a tendéncia de deslocamento para o azul no espectro,
apresentaram ainda menor tamanho médio que BtPAUNP e estrutura esférica similar

(7,5 nm).
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Figura 8. Caracterizacdo das nanoparticulas hibridas betalaina-metal. Espectros de absorcéo
UV-Vis de (a) Ag NPs e (b) Au NPs. Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) de (c) AgNPs e
(d) AuNPs. Nos insertos de (d) séo apresentadas a microscopia eletronica de varredura (SEM) de
BnAuNPs e uma ampliacdo na escala de 1 nm para mostrar a estrutura cristalina de HBtAuNPs.
Distribuicdo de tamanho das (e) AgNPs e (f) AUNPs obtidas com as imagens de microscopia em
menor magnificacao
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O uso de micro-ondas se mostrou bastante eficiente para as reacdes: o tempo
para obtencdo dos coloides foi de 10 min em sistema aberto, de modo que ndo ha
aumento da pressdo na sintese. O estudo com suco de beterraba relata que o tempo
ndo alterou significativamente as caracteristicas das NPs. As betalainas, por serem
facilmente oxidaveis, foram capazes de reduzir os metais quando submetidas ao
aquecimento dielétrico. O método em micro-ondas também foi mais eficiente para as
preparacdes de citrato, ja que em algumas preparacdes tradicionais, se adiciona 0
redutor aos poucos em uma solucédo ja quente do sal de ouro e a sintese pode demorar
até 40 min,®* enquanto no método descrito os reagentes foram adicionados em uma
Unica etapa e submetidos a aquecimento.

Os efeitos de diferentes propor¢coes metal/betanina sobre a morfologia das NPs
obtidas foram investigados. Nao foram observadas alternacdes morfoldgicas
relevantes até uma proporc¢do 1:3 cation/betalaina, conforme apresentado nas imagens
de TEM dos Anexos | a IV, onde também se encontram os espectros de UV-Vis.
Quando ha excesso de Ag*, a formacdo das AgNPs é dificultada, algo que ndo se
observa para AuNPs que se formam quando a concentracdo relativa de betalainas em
solucdo € baixa. Dado o papel redutor e estabilizante das betalainas, esse resultado
pode estar relacionado aos potenciais redox das espécies envolvidas, como sera
discutido ao longo desse texto, e a estabilizacdo do sistema coloidal. As AuNPs
formadas em proporgdo 3:1 cation/betalaina sdo esféricas, o que sugere que o formato
de nanodendrito observado é resultado da presenca de Bn. Com relacdo a prata,
proporgdes com excesso de betalainas resultou em um espectro de UV e microscopias
que indicaram maior agregacdo, ou seja, 0 excesso de betalainas ndo favoreceu a

estabilidade.
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Devido a morfologia diferenciada das BnAuNPs, que indicaram uma
capacidade limitada da Bn na estabilizacdo do crescimento, foi investigado o papel da
adicdo de polivinilpirrolidona (PVP) K-90 como agente estabilizante na sintese de
AuUNPs. A maioria das BnPVPAUNPs tem morfologia esférica, mas observou-se
também a formacdo de NPs piramidais e hexagonais. Esses tipos de morfologia ja
foram descritas para sinteses com PVP,* indicando a capacidade do polimero no
direcionamento controlado do crescimento. Esse é um resultado importante que
sugere que betanina é capaz de reduzir cations ouro, mas sua capacidade de

estabilizacdo do crescimento das NPs é limitada.
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Figura 9. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo de BnAuUNPs, sintetizadas na
presenca de solucédo 1% de PVP (b) espectro de absor¢do UV-Vis e (c) distribui¢do de tamanhos.

A obtencdo de imagens de MET das BnAuNPs e BnAgNPs permitiu a
observacdo do aspecto da superficie das particulas. As imagens revelam uma camada
organica (que aparece transltcida na imagem devido ao pouco contraste) em torno da
superficie (Figura 8). Para caracterizar a superficie das NPs, foram feitas medidas de
potencial zeta ({) e do material organico que recobre a superficie das NPs sintetizadas
empregando-se espectrometria de massas. Para isso, foi realizado o método de sintese

usual para a as NPs com betalainas, mas foram realizados ciclos de lavagem e
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centrifugacdo (30 min, 12.000 xg) para favorecer qualquer agregacdo das NPs,
desadsorver parcialmente as moléculas de superficie de NPs para permitir a sua
caracterizacdo e concentrar a dispersdo. Os resultados indicam que todas as particulas,
inclusive os controles feitos com citrato de sodio, tém valores de potencial { negativo

(Tabela 2).

Tabela 2. Valores de potencial zeta em mV das AgNP e AuNPs sintetizadas.

NP {(mV)
BnAuNP -33z+1
BtPAUNP -31+1
HBtAUNP -22+2
CitrAuNP 3812
BnAgNP -33+1
BtPAgNP -35+1
HBtAgNP -36+1
CitrAgNP 44 +1
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Figura 10. Perfis de potencial zeta das AgNPs e AuNPs preparadas com compostos betalainicos.
Os graficos e valores representam uma das medidas, reportadas na tabela 2 em triplicata.

Os valores de potencial mais altos em médulo para as NPs de citrato indicam
maior estabilidade, porém todas, com excec¢do das HBtAuNP, estdo dentro da faixa
considerada como estabilidade moderada (30 a =40 mV)%®8. Deve-se salientar que
esses valores de potencial foram obtidos apos centrifugacdo da amostra e lavagem e a

distribuicdo de cargas pode ser ligeiramente discrepante daquelas das amostras

frescas; ainda assim os resultados foram similares a das NPs controle. Apesar do
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menor valor de potencial {, ndo foi observada precipitacdo das HBtAuNPs ao longo
tempo. Esses resultados indicam que as cargas na superficie da NPs resultantes da
adsorcdo de compostos betaldamicos e seus produtos de degradacdo promovem em
certo grau a repulsdo entre as NPs a ponto de superar as forcas de atracdo de van der
Waals. Nos pHs de sintese, os compostos betalainicos ndo descarboxilados estdo
negativamente carregados, e sua adsorcdo na superficie pode ser responsavel por
conferir a carga observada.

Tentativas de caracterizar a matéria organica na superficie por espectroscopia
RAMAN foram infrutiferas. Assim, foram analisados por HPLC-MS o0s
sobrenadantes obtidos nas lavagens das NPs. Identificaram-se as presencas dos
produtos de hidrolise, oxidacdo e descarboxilacdo das betalainas na superficie das
NPs e em solucdo. A decomposicdo da Bn na presenca de ouro e prata revelou a
presenca dos produtos de descarboxilagdo com m/z = 507,1603 e descarboxilacdo
oxidativa para AuNPs (m/z = 505,1454). Para prata também foram identificados sinais
que correspondem a m/z do acido betalamico (m/z = 212,0554) e ciclo-DOPA
descarboxilada e oxidada (m/z = 312,1079), que séo produtos de hidrolise da betanina.
Esses compostos apareceram também na decomposi¢cdo em presenca de ouro, mas
com intensidade muito menor. Para BtPAUNPs e BtPAgNPs, so foi encontrado o sinal
referente ao fon molecular [M]* da prépria indicaxantina (m/z = 309,1087), enquanto
para as HBtAuUNPs e HBtAgNPs foi somente encontrado um sinal com m/z =
184,0605, que é compativel com a seco-DOPA descarboxilada e oxidada. Todas 0s

espectros e estruturas propostas estdo reunidas na Figura 11, Figura 12 e Figura 13.
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Figura 11. Espectros de massas e estrutura dos ions moleculares obtidas dos sobrenadante das
sinteses de BnAgNPs (azul) e BnAuNPs (vermelho) andlisados HPLC-MS de alta resolugdo. Os
cromatogramas obtidos encontram-se no Anexo V e VI.
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Figura 12. Espectros de massas e estrutura dos ions moleculares obtidas dos sobrenadante das
sinteses de BtPAgNPs (azul) e BtPAuNPs (vermelho) anélisados HPLC-MS de alta resolugdo. Os
cromatogramas obtidos encontram-se no Anexo VIl a VIII
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Figura 13 Espectros de massas e estrutura dos ions moleculares obtidas dos sobrenadante das
sinteses de HBtAgNPs (azul) e HBtAUNPs (vermelho) analisados HPLC-MS de alta resolucéo. Os
cromatogramas obtidos encontram-se no Anexo IX a X.

As betalainas utilizadas agiram como doadores de elétrons para a reducdo dos
fons metalicos e permaneceram, juntamente com seus produtos de degradacdo, na
superficie das NPs obtidas. A interacdo proposta com a superficie foi embasada nos
modelos de interacdo de carboxilatos, grupos catecélicos e betalainas encontrados na
literatura.2**1% No pH utilizado para a sintese, as betalainas e seus produtos de
encontram-se negativamente carregadas devido a desprotonacdo dos grupos
carboxilicos, o que conferiu um valor de potencial ¢ negativo . Como as betalainas
possuem diversos grupos basicos, € possivel inferir que as outras porcfes das
moléculas, as quais ndo h& interacdo com o metal, podem influenciar o valor de

potencial zeta devido as cargas residuais. Isso é melhor ilustrado na Figura 14, que
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reune as estruturas e cargas residuais das moléculas que recobrem as AuNP e as
AgNPs, considerando o grupo que esta ligado a superficie da NP. Por exemplo, se a
interacdo foi feita por apenas um grupo carboxilato, os outros grupos conferem a
molécula de indicaxantina a carga de -1, enquanto a interagdo com os dois grupos do
anel piridinico resulta em carga residual 0 (esquema inferior esquerdo da Figura 14).
Essa hipdtese é corroborada analisando-se o caso das HBtAUNPs: ao se considerar
que a interacdo com a NP seja feita através dos grupos carboxilato, a molécula
encontrada na analise ndo possui cargas negativas residuais, deixando sua superficie
menos negativa, o que refletiu no valor de potencial zeta. No caso das HBtAgNPs, o
valor ainda se manteve negativo, sugerindo uma possivel interagdo do metal com os
grupos amino, sendo os carboxilatos responsaveis pela carga residual negativa e

maior valor de potencial zeta.
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Figura 14. Estruturas e cargas residuais das moléculas que recobrem as AuNPd e as AgNPs,
considerando-se 0 grupo que esta ligado a superficie da NP, entre parénteses.
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Dessa forma, apresenta-se 0 esquema que ilustra o resultado da sintese de AuNPs e

AgNPs com compostos betalainicos, sua morfologia e agentes estabilizantes de

superficie, na Figura 15.
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Figura 15. Esquema proposto da morfologia e recobrimento de superficie para das AuNPs e
AgNPs sintetizadas com compostos betalainicos.
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Tanto o potencial de oxidacdo do precursor quanto a sua capacidade de
interacdo com os ions metalicos pode ter influenciado na morfologia e tamanho das
NPs. Experimentos de voltametria ciclica na literatura encontraram potenciais de pico
anodico de 404, 616 e 998 mV para Bn'*® e 611 e 895 mV para BtP vs vs. Ag|AgClI
145 para HBt, foram realizados experimentos de voltamentria ciclica em eletrodo
impresso de carbono vitreo e os potenciais anodicos de 565, 695 e 885 mV vs.
Ag|AgCl(sat) estdo relacionados a processos eletroquimicos irreversiveis (Figura 16).
No caso de Bn e HBt, os potenciais em 404 e 565 sdo relacionados a porcéao
catecdlica’®* e a oxidacdo do grupo aldeido, respectivamente. Os demais potenciais
estdo relacionados a oxidacbes na porcdo betalamica da molécula, possivelmente a
descaboxilacdo e/ou de-hidrogenacdo. Esses resultados demonstram que a presenca da

porcdo catecol no Bn e do grupo aldeido no HBt os tornam redutores melhores que

BtP.
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Figura 16. Voltametria ciclica em KCI 0,1 mol L™ na presenca de (A) HBt (1x10“ mol L) e
medida de referéncia (B). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; eletrodo de referencia: Ag|AgCl;
contra-eletrodo: Pt, intervalo de varredura: 0,0 a 1,0 V vs AgCl; velocidade de varredura: 10 mV
st

Como referéncia, os potenciais padrdo de reducdo (E°) de Ag* e Au* em

AuCl4 so, respectivamente, 800 mV vs. NHE e 990 mV vs. NHE®, indicando que o

ouro se reduz mais facilmente. Os potenciais anddicos baixos dos compostos
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betalainicos indicam que esses compostos sdo bons redutores, o que é confirmado
pelo fato de, antes mesmo da irradiacdo com micro-ondas, a mistura entre HAuCls e
0s compostos betalainicos levou a uma reacdo quimica, conforme monitorado
espectrofotometricamente (Figura 17). Esse resultado esta de acordo com o obtido
para as sinteses de AuNPs com suco de beterraba em temperatura ambiente.*?°1% Na
Figura 17, observa-se que para HBt (C) é observada o surgimento da banda em 530
nm caracteristica dos coloides de ouro que sobrepde com a banda da Bn e esta
presente de forma sutil também no espectro do BtP. Para as misturas dos compostos
betalainicos com Ag*, ndo foram observadas mudancgas espectrais e a reacdo de
formacdo de NPs em temperatura ambiente, comprovando que 0 ouro é mais

suscetivel a reducao.
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Figura 17. Espectros de absorcdo em funcdo do tempo de solucBes aquosas equimolares de
HAuCIs e (A) Bn, (B) BtP e (C) HBt.

Com relagdo a morfologia das NPs, uma maior diferenca de potencial
eletroquimico (termodindmico) pode influenciar a cinética de reducdo dos
precursores. Gao e Torrente-Murciano'*’ compararam a sintese de coloides de ouro
utilizando citrato de sodio e dicarboxicetona, e constataram que esta Gltima, por ser
um redutor melhor (menor potencial de pico anodico) levou a uma cinética de reducao
mais rapida e maior concentracdo de sementes. Além disso, a dicarboxicetona
estabilizou melhor as sementes e esses fatores em conjunto levaram a NPs menores. A

Bn é um bom redutor, mas ndo foi eficiente no controle de tamanho das NPs,
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sugerindo pouca capacidade de estabilizacdo das sementes e NPs. O grupo catecol
tem uma grande afinidade de ligacdo a varios substratos metalicos via complexacao
metal-catecolato e, na presenca de ions AuCls™, o catecol pode sofrer uma conversao
oxidativa em catecolquinona através da transferéncia de dois elétrons para o precursor
ionico.*® Pesquisas bibliograficas apontaram que a sintese de AuNPs utilizando
catecol pode ser desafiadora e resulta em particulas grandes e irregulares, com
estruturas similares as BnAuNPs, de nanodentritos e morfologia irregular e ramificada
encontradas em alguns trabalhos.**®1%0 Esses estudos afirmam que essas morfologias
sdo resultado da presenca do grupo catecdlico que apds conversdo em catecolquinona
pode sofrer uma autopolimerizacdo oxidativa na superficie da NP, levando as
morfologias citadas. Dessa forma, € plausivel afirmar que a morfologia observada é
resultado da presenca do anel catecolico, mesmo glicosilado, da betanina. HBt, que
possui em teoria uma capacidade de reducdo similar a Bn, foi, portanto, mais eficiente
na formacao e estabilizacdo das sementes, resultando em menor tamanho.

Para as AgNPs, a menor capacidade de reducdo por parte de BtP dificultou a
sintese. Elas foram obtidas em menor quantidade, enquanto para 0 Bn e o HBt,
formacdo das NPs é visivel no baldo de reacdo ap6s o aquecimento, com a formacéo
de uma suspensdo marrom. Entretanto, BtP foi sem duvida superior no controle de
tamanho das NPs obtidas, com menor tamanho e menor polidispersao. 1sso pode ser
explicado devido as diferencas especificas no mecanismo de formacdo de NPs de
prata em relagdo as de ouro. Estudos de Polte e colaboradores®, através da adicéo de
estabilizante que desacelerava a etapa de crescimento, sugeriu que se as reacGes
quimicas que fornecem os monémeros de metal, tiverem uma velocidade muito alta
comparada a taxa de crescimento da NP, o mecanismo de crescimento por

coalescéncia, ou seja, a fusdo de de pequenos agregados de mesmo tamanho, pode
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predominar em detrimento de um crescimento por adicdo de mondémeros, resultando
em maiores tamanhos!®2. BtP corrobora com essa hipdtese visto que sua menor
capacidade redutora implica em menor velocidade de formacao de mondémeros, o que
explicaria 0 maior tamanho das BnAgNPs e HBtAgNPs, feitas com precursores com
alta capacidade redutora e de formacdo de monbémeros. Quanto a capacidade de
interacdo com os ions metalicos, o grupo catecolico ndo conduziu a uma morfologia
diferenciada na prata como no caso do ouro.

As AuNPs produzidas por Varma com suco de beterraba sdo polidispersas,
porém a sua morfologia esférica difere da observada com betanina pura que é
dendritica. Castro e colaboradores relataram a producdo de AuNPs com polpa de
beterraba e observaram a formacéo de nanofios. Entretanto, esse efeito foi atribuido a
presenca de proteinas.'?®13° As AgNPs obtidas por Varma, por sua vez, apresentaram
tamanhos entre 20 e 40 nm que diferem dos nossos resultados com NPs de 68 nm de
tamanho médio. A maior polidispersdo observada nos resultados apresentados nesta
Tese sugerem que outros componentes do suco de beterraba podem atuar regulando o
crescimento das NPs. A sintese de NPs mediada por plantas € bastante utilizada, e
seus fitoconstituintes, como polifendis, acucares, acidos organicos e proteinas, podem
atuar como redutores e estabilizantes na fabricacdo de NPs, sendo muito provavel que

todos esses constituintes participem do processo.*®

3.1.2. Uso de nanoparticulas hibridas betalaina-metal em processos
redox fotoinduzidos

Betanina, indicaxantina e &cido betalamico tém alta capacidade antioxidante.
Isso significa que estes compostos betalainicos sdo capazes de reduzir espécies
quimicas oxidantes, incluindo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Nanoparticulas recobertas de compostos fitoquimicos tém sido aplicadas como
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antioxidantes e, muitas vezes, apresentam potencial antioxidante mais alto do que dos
seus componentes isolados.'® Por causa de suas propriedades redox e da sua absorgéo
na regido visivel do espectro, betanina e indicaxantina foram usadas como
fotossensibilizadores em dispositivos fotovoltaicos.'?52” Assim, decidiu-se verificar
se a composicdo das nanoparticulas hibridas afetaria as suas propriedades redox e
fotoredox, empregando-se misturas de ABTS e seu radical cation (ABTS/ABTS")
como sistema redox modelo (Figura 18).

O ABTS' foi preparado por meio da oxidacdo prévia do ABTS em um elétron
com persulfato de potassio, reacdo que tem energia de ativacdo baixa de cerca de
32 kJ mol? e produz 2 equiv. de ABTS™ por S,0s>" e apresenta o sulfato anion
radical como interrmediario. A concentracdo de ABTS™ pode ser monitorada pela sua
banda de absorgéo caracteristica centrada em 734 nm (&(734 nm) = 15.000 L mol™
cm™1), que ndo se sobrepde as bandas de absor¢do dos compostos betalainicos e seus
derivados adsorvidos nas superficies das NPs e uma banda em 415 nm (g(415 nm) =

36.000 L mol* cm™).1%
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Figura 18. Oxidagdo de ABTS em ABTS**, composto modelo para avaliacdo da atividade redox.
E importante ressaltar que em meio aquoso os acidos sulfonicos da molécula encontram-se
desprotonados (pKa = 2,1).%
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Foram realizados experimentos cinéticos com ABTS*" na presenca das NPs
atraves da aquisicdo de espectros de UV-Vis por 90 min, em meio neutro (pH = 5,0).
BnAgNP e HBtAgNP foram capazes de consumir mais radicais, o que é evidenciado
pela diminuicdo da absorcdo em 734 nm (Figura 19). Para esses dois, foi possivel
construir o grafico de decaimento do maximo em funcéo do tempo para a medida das
constantes cinéticas, que é mostrado em menor tamanho na figura. BtPAgNP, por sua
vez, apresentou pouca capacidade sequestradora de radical nas quantidades de NPs
utilizadas, sendo similar ao controle com CitAgNPs que também ndo apresentou

queda na banda de absor¢do do ABTS"*. No caso das AuNPs, ap6s a lavagem e

centrifugacdo, houve pouco ou nenhum consumo da espécie ABTS**, sendo as

BnAuUNPs as Unicas que mostraram um pequeno efeito redutor (Figura 20)
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Figura 19. Espectros de absorcdo em funcéo do tempo para determinar a capacidade redutora de
(A) BnAgNP, (B) BtPAgNP, (C) HBtAgNP e (D) CitAgNP sobre radicais ABTS®".
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Figura 20. Espectros de absorcdo em funcao do tempo para determinar a capacidade redutora de
(A) BnAUNP, (B) BtPAUNP, (C) HBtAuUNP e (D) CitAuNP.

Os procedimentos de lavagem e centrifugacdo realizados no momento da

sintese afetaram a atividade frente aos radicais no caso das AuNPs, mas ndo nas

AgNPs. A Figura 21 mostra dados de ensaios ABTS** realizados antes e depois da

etapa de centrifugacdo com dois exemplos, HBtAuUNPs e BnAgNPs. Observa-se que

para AgNPs, mesmo apds os procedimentos de centrifugacdo, a NP continua sendo

capaz de reduzir ABTS™", assim como ja observado no experimento da Figura 19.
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Figura 21. Perfis cinéticos de atividade redutora de radicais ABTS** para HBtAuNP e BnAgNP
apos lavagem e centrifugagdo do sobrenadante.

Apesar dos dados de potencial zeta e espectrometria de massas sugerirem um
recobrimento similar por betalainas e seus produtos de degradacdo para AuNPs e
AgNPs, apenas BnAgNPs e HBtAgNPs apresentaram capacidade antirradicalar frente
ao ABTS™". Dessa forma, foi levantada a hipétese de que a reducdo do ABTS**
pudesse estar ocorrendo por via fotoredox. Para avaliar tal efeito, foram feitos os
mesmos experimentos de consumo de ABTS*" na auséncia e presenca de irradiacao
com laser verde (532 nm, 10 Hz, poténcia média de 2,7 W) (Figura 22). A excitacdo
em 532 nm se sobrepde com a absorgdo do ABTS?*, cuja reducéo leva a ABTS** e 0
conseguinte aumento da absor¢do em 734 nm. Esse comportamento é descrito na
literatura!® e é observado também com excitagdo de ABTS no UV. No caso de

AuNPs, ha sobreposicdo do comprimento de onda de excitagdo com a banda
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plasmoénica e para BAMNPs com a banda de absorcdo de betanina e produtos de

decomposicéo de cor magenta.
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Figura 22. Cinéticas de de atividade redutora de radicais ABTS** por 5 minutos na auséncia de
luz e por 5 minutos na presenca de laser de 532 nm. Valores de maximo de absorcdo em 734 nm,
do ABTS**, em funcéo do tempo. (A) Betalainas, (B) AgNPs, (C)AuNPs.

De fato, observa-se que a irradiacdo do laser provoca aumento quantidade de
ABTS"*, evidenciada pelo aumento no valor da absorcdo em 734 nm com o tempo.
Para experimentos controle sem NPs, observa-se que a presenca de citrato tem
comportamento muito similar durante a irradiagdo com o controle s6 com ABTS,
indicando que o citrato ndo participa do processo. Comportamento similar é
observado para BtP e HBt. Embora na parte sem laser a BtP e o HBt tenham
consumido ABTS'", a taxa de aumento de absorcdo em 734 nm com irradiacdo é
similar aguela observada para citrato. Para Bn, contudo, hd um aumento inicial rapido
da concentracdo de ABTS™" que é seguido de um perfil de saturacdo. Essa diferenca
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da Bn desaparece nos experimentos com AuNPs. O comportamento para essas NPs é
similar, com uma taxa de formacdo de ABTS™ equivalente a do controle com
CitrAuNP. O resultado mais interessante foi obtido com as AgNPs (Figura 22B) que,
no momento da irradiagdo com o laser, induzem a diminuicdo rapida da absor¢do em
734 nm, seguida por um aumento lento. Esse resultado pode ser explicado
considerando-se que embora a excitacdo em 532 nm favoreca a formacdo de ABTS™
via reducdo de ABTS, ocorre a reducédo rapida e fotoinduzida desse radical em um
processo paralelo que pode, a principio ser uma oxidacio de ABTS™ a ABTS?* ou
uma reducdo de ABTS™ a ABTS. Como a banda plasmonica da Ag é observada ao
redor de 420 nm, ndo se espera excitacao expressiva na NP, mas essa possibilidade
ndo pode ser totalmente descartada devido a largura da banda de absorcdo das NPs
obtidas. A Bn e o ABTS?" absorvem luz nesse comprimento de onda, tornando
impossivel monitorar a variacdo da absorcdo nessa regido de forma precisa durante a
irradiacdo. Para explicar os resultados, poder-se-ia supor gque exista alguma absor¢édo
de luz pela NP, o que poderia estar ou ndo ligado aos compostos organicos na sua
superficie. Desta forma, para que o ABTS™ seja reduzido ou decomposto (0 que
explicaria a diminuicdo brusca na banda em 734 nm), uma espécie redutora ou
oxidante forte deve ser formada no sistema. Essa espécie pode ser o anion superoxido
formado pela reacdo da NP submetida a excitacdo com oxigénio. O anion radical
sulfato poderia ser um oxidante que levaria a formagdo de ABTS?*. Pode-se ainda,
cogitar que a eventual injecdo de elétrons da NP para o0 ABTSe+ é acompanhada pela
transferéncia de elétrons do corante da superficie acoplada a transferéncia de préton
(PCET), como ocorre na decomposicdo de azul de metileno em sistemas fotovoltaicos

baseados em betalainas.1%!
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Conclusdes parciais

Betalainas, por serem moléculas com alta capacidade redutora, foram capazes
de reduzir ions metélicos de Au e Ag. Além disso, sdo capazes de agir como
estabilizantes na sintese de NPs. Betanina, por possuir um grupo catecolico, levou a
uma morfologia diferenciada de nanodentritos em AuNPSs, enquanto indicaxantina
produziu AgNPs pequenas e monodispersas. As NPs sdo carregadas negativamente
devido a presenca de produtos de decomposicdo das betalainas, com cargas negativas
residuais provenientes de grupos protonaveis, na superficie. BnAgNP e HBtAgNP
possuem atividade redutora frente a radicais ABTS*" atribuidas as moléculas
remanescentes na superficie das NPs. Todas as AgNPs produzidas também
demonstraram uma capacidade fotoredox de degradacdo dos radicais, que pode

apontar mecanismos de catalise plasménica.
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3.2. Funcionalizac&o de microesferas poliméricas com betalainas e seu
uso para a fabricacédo de nanocatalisadores suportados

Fernandes, A. B. et al., Recoverable and Reusable Polymer Microbead-Supported
Metal Nanocatalysts for Redox Chemical Transformations. ACS Applied Nano

Materials 2020, 3, 2, 1722-1730. https://doi.org/10.1021/acsanm.9b02433

Demonstramos na secdo anterior que betalainas naturais podem modular a
morfologia e atividade de nanoparticulas metélicas. A possivel toxicidade de NPs e
impacto sobre o meio ambiente reforcam a necessidade de criar abordagens para seu
uso seguro. Nesta secdo apresentamos a sintese de nanocatalisadores recuperaveis e
reutilizaveis suportados em microesferas poliméricas Lewatit VP OC 1065, usadas
como resina de troca idnica. As AuNPs e AgNPs foram utilizadas em condicGes de
fluxo e batelada para catalisar a reacdo de reducdo do p-nitrofenol (PNP), um
poluente toxico e persistente em esgoto agricola e industrial.’® Também foram
produzidos nanocatalisadores magnéticos de FezOs suportado em microesferas que
tiveram suas propriedades cataliticas estudadas empregando-se como reacdo modelo a
oxidacdo da di-hidrorrodamina 123 (DHR) por perdxido de hidrogénio. As NPs foram
produzidas através da irradiacdo da resina funcionalizada e dos cations metalicos com
micro-ondas. A modificacdo da superficie da resina com acido betalamico, recobrindo
a superficie com betalainas covalentemente ligadas, permitiu controle da morfologia e

atividade catalitica das NPs.

3.2.1. Sintese e caracterizagdo dos nanocatalisadores
A Lewatit € uma resina de troca anionica no formato de esferas porosas com
cerca de 0,7 mm de diametro. Essa resina € formada por um polimero de

divinilbenzeno com ligagdes cruzadas contendo uma unidade de benzilamina que se
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repete (Esquema 2), e ja foi usada para captura de CO.'%"'%8 e aldeidos.’® A
modificacdo dos grupos benzilamina da superficie das microesferas em betaxantinas
foi feita com &cido betaldmico obtido como descrito anteriormente. Esta resina

modificada foi chamada de BeetBead (Esquema 2).

H
HO,C._ _N_ .CO.H

S>=

BeetBead

AcOEt, 25 °C, 1 min
—_—
= >

n

N :
|

HO,C*" N CO,H

Esquema 2. Reagéo de acoplamento entre acido betalamico e benzilamina, constituinte da resina
Lewati VP OC 1065.

A mudanca na superficie ap6s a reacdo com HBt foi evidenciada tanto pela
mudanca de coloracéo da resina de amarelo claro para laranja quanto pelo espectro de
reflectancia da resina antes e depois da reacdo com HBt (Figura 24 e Figura 23 em
preto). Ocorre uma diminuicdo na reflectancia em 485 nm, o que indica a formacéo de
um composto que absorve luz nessa regido, que é tipica absorgio das betaxantinas.'%
Esse metodo de funcionalizacéo ja foi reportado na literatura para isolamento de HBt
a partir da adicdo da resina a suco de beterraba em pH béasico, onde ocorreu a
hidrolise das betalainas e o surgimento do HBt.*%° Os autores do trabalho utilizam a

resina para reacOes de transaminacdo e producdo de novas betalainas. Nesta tese, a
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reacao foi feita adicionando-se a resina a uma solugdo de HBt extraida em acetato de
etila. Este procedimento foi vantajoso tanto na velocidade de reacdo quanto para a
durabilidade da resina funcionalizada, visto que a eliminacdo de agua preveniu a
ocorréncia de reacdes de hidrdlise e desprendimento do acido betalamico, mantendo a
resina funcionalizada por mais tempo. O acimulo de betaxantinas na resina é também
evidenciado pela mudanca de coloracdo na resina, como pode ser observado nas

micrografias da Figura 24.

Lewatit —— BeetBead

— Ag@Lewatit — Ag@BeetBead
Au@Lewatit Au@BeetBead
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Figura 23. Espectros de reflectancia dos nanocatalisadores suportados em microesferas e
controles. (A) Lewatit e nanocatalisadores (B) BeetBead e nanocatalisadores.

As NPs foram sintetizadas na superficie das microesferas irradiando-se com
micro-ondas em sistema aberto (100 W, 5 min, 18 kJ) misturas entre solugdes aquosas
de HAUCI4, AgNOs ou FeSO4 e a resina Lewatit VP OC 1065 ndo funcionalizada ou
a BeetBead. Em todos os casos, a irradiacdo provocou a mudanga na coloracdo da
resina, como pode ser observado na Figura 24. A analise das imagens de MEV
confirmou a presenga de NPs na superficie das microesferas de divinilbezeno
reticulado. Os nanocatalisadores suportados produzidos com a resina Lewatit foram
chamados Ag@Lewatit, Au@Lewatit e FesOs@Lewatit. Os que foram produzidos
com BeetBead foram chamados de Ag@BeetBead, Au@BeetBead e

Fe;O0.,@BeetBead.
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Figura 24. Sintese e morfologia dos nanocatalisadores suportados em Lewatit VP OC 65 e
BeetBead.

A auséncia de outros agentes de recobrimento para estabilizar as
nanoparticulas levou a formacdo de AgNPs poliédricas e polidispersas na superficie
da Lewatit, com tamanhos entre 50 e 150 nm (Figura 24). As AuNPs apresentaram
tamanhos entre 20 e 30 nm e no caso das FesO4 NPs, foram produzidos nanoclusters
aglomerados com um tamanho médio de 50 nm. Quando se utilizou a BeetBead,
foram produzidas NPs completamente diferentes comparadas a Lewatit. Ag NPs
apresentaram o tamanho de 25 nm e morfologia esférica, Au NPs se tornaram
aglomerados de tamanho proximo a 150 nm e Fe3OsNPs apresentaram formato de
nanofolhas com tamanhos de 150 nm. A distribuicdo de tamanho das NPs obtidas é

mostrada na Figura 25.
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Figura 25. Distribui¢do de tamanhos das nanoparticulas de Ag, Au e FesOa. A distribui¢do foi
obtida através da contagem nas imagens de MEV.

Anélises empregando-se espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
(sigla em inglés XPS, X-Ray Photoelectron Spectroscopy) foram realizadas na
Universidade de Uppsala pelos pesquisadores Erik Lewin e Rebecka Lindblad e
utilizadas para estimar os estados de oxidacdo dos metais das NPs suportadas. Os
resultados encontram-se compilados na Tabela 3, com exemplos de curvas ajutadas na
Figura 26. Os niveis de energia de ligacdo Ag-3d e Au-4f (368,21 eV e 83,96 eV,
respectivamente) foram usados como valores de referéncia e ajustados considerando-
se contribuicdes Unicas, 0 que assume um carater monovalente para esses metais. As
energias cineticas obtidas para as Ag NPs e para Au@Lewatit sdo as correspondentes
dos respectivos estados metélicos do Ag e Au. Apesar da energia cinética dos niveis
Au-4f em Au@BeetBead esta deslocada 0,4 eV em relagdo ao esperado para Au® esse
deslocamento ainda é bem menor que 0 1,5 eV necessario para sugerir a presenca de

Au’. Essa variacdo pode estar relacionada a incertezas de calibracdo. A analise das
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NPs de ferro por XPS apresentou sinais em 710, 711 e 713 eV, que correspondem a
Fe?*, Fe3* octaédrico e Fe®" tetraédrico, respectivamente, que sdo caracteristicos da

magnetita (FesOs, FeO-Fe203). Observou-se também sinais em 732 e 718 eV que

foram atribuidos a Fe?* satélite. A mudanca nas abundancias relativas de cada
componente nas NPs de magnetita suportadas na Lewatit ou BeetBead sdo esperadas
visto que as NPs apresentam cores e morfologia diferentes. O fato das duas amostras

serem ferromagnéticas reforca a conclusdo de conterem FesOa,

Tabela 3. Energias cinéticas (BE), abundéancia relativa e espécies correspondentes.

Amostra BE (eV)2 Abundancia rel. (%) Espécie®
Ag@Lewatit 368.4 100 AgP
Ag@BeetBead 368.4 100 AgP
Au@Lewatit 84.1 100 AP
Au@BeetBead 84.5 100 Au°
Fes04@Lewatit 709.9 15 Fe?*
710.9 57 Fe®* oct
713.5 28 Fe®* tetr
FesO.@BeetBead  709.6 6 Fe?*
710.6 40 Fe®* oct
712.3 54 Fe®* tetr

2 Corrigida usando o sinal C-1s. Valores relacionados a Ag-3dsy2, Au-4f72 e Fe-2pap.

b oct = octaédrico6, tetr = tetraédrico.
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Figura 26. Exemplos das curvas ajustadas dos espectros de XPS.
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A mudanca das caracteristicas das nanoparticulas quando o suporte é mudado
de Lewatit VP OC 1065 para BeetBead pode estar relacionada a diversos fatores.
Mudancas na concentracao local de ions na superficie das microesferas polimérica, as
caracteristicas intrinsecas destes ions e a da carga na superficie do polimero podem
explicar esses resultados. De acordo com as titulacbes acido-base feitas pelo
fabricante, a quantidade de grupos amino na Lewatit VP OC 1065 equivale a 3,5 mol
de NH2/kg de resina. Contudo, relatos sobre a capacidade méaxima de captura de CO>
por Lewatit VP OC 1065 é de 2,5 mol/kg de resina. Nas condi¢Ges experimentais
utilizadas (200 mg de resina, pH 7), ha 0,5 — 0,7 mol de NH2 disponivel, a maior parte
na forma protonada -NHs* (pKan®"NHH = 9,34), conferindo carga positiva a superficie.
A conjugacdo de benzilamina com HBt, no entanto, produz a betalaina
correspondente, que, apesar de poder ter seu grupo imino protonado, tem dois grupos
acido carboxilico (pKa“°°H < 3,5) que aumentam a carga negativa na superficie da
particula em pH 7,0. Apesar de haver um excesso de cerca de 3 ordens de grandeza do
nimero de grupos amodnio em relacdo ao HBt, é esperado que a superficie da
BeetBead esteja menos positiva comparada a Lewatit VP OC 1065 devido a presenca
dos grupos carboxilato.

Em agua, os precursores metalicos usados consistem principalmente de ions
AUCIs/[AUClax(OH)]~ (com x = 1-3), Fe** e Ag* solvatados. Dessa forma, o niimero
de sitios de nucleacdo heterogéneos (nucleacdo que ocorre com diferentes
probabilidades em diferentes partes do sistema) para as espécies catidnicas (Ag* e
Fe?) ¢ bem menor que AuCls e seus produtos de hidrélise. Considerando-se o
mecanismo de crescimento a partir da formagdo de sementes, quando a concentragao
de precursores € a mesma, mais sitios de nucleacdo se traduzem em NPSs menores,

como observado em Lewatit para as AuNPs comparadas as AgNPs e FezOsNPs. Além
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disso, anions altamente caotropicos, como AuCls™ tendem a desestruturar a agua e
interferir no mecanismo de crescimento de NPs livre de ligantes, induzindo sua
interrupgdo.t®:162 A polidispersdo das AgNPs indica que o crescimento das NPs pode
envolver maturacdo de Ostwald, na qual variacbes de tamanho favorecem
termodinamicamente a formacdo de NPs maiores a partir de NPs menores.163164 As
Fe3O4NPs na Lewatit sdo agregados de NPs menores, indicando que seu crescimento
pode ocorrer tanto por adicdo de precursor como por deposicdo orientada ndo-
classicamente, ou seja, agregacédo de particulas primarias, recentemente descrita como
mecanismo para a formacdo de NPs com oxidos de ferro.!%5 Além disso, as NPs de
6xido de ferro foram preparadas na presenca de SO4%-, um &nion ligeiramente
cosmotropico, que por sua alta hidratacdo®® pode comprometer a estabilizacio
eletrostatica da NPs e promover aglomeracéo por forcas de van der Waals.*6!

A superficie menos positiva da BeetBead aumenta o numero de sitios de
nucleacdo para os fons Ag*, resultando em NPs menores (Figura 24). Ao contréario, 0
ndmero de sitios de nucleagdo para AuCls e seus produtos de hidrélise diminui,
favorecendo a agregacdo das NPs cujo crescimento combina a adicdo de precursores e
a deposicdo orientada. Com a funcionalizacdo da superficie da resina, a morfologia e
tamanho das FesOsNPs muda de particulas esféricas e agregados para estruturas
laminares. A velocidade da reducédo do precursor e a formacao de sementes podem ser
influenciadas pelo potencial de reducio da amina.'®” Sendo assim, a presenca de dois
agentes redutores na BeetBead, isto é, da benzilamina e betalaina, combinam para
aumentar o numero de sitios de nucleacdo e podem ser responsaveis para as
diferencas estruturais observadas. Finalmente, fatores como interacBes cation-n e
estabilizagdo estérica podem de alguma forma contribuir para a estabilizacdo da NP e

n&o podem ser descartados.>®*
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3.2.2. Atividade catalitica

Ap0s a caracterizacdo morfoldgica das AgQNPs e AuNPs suportadas em Lewatit
e BeetBead, avaliamos suas atividades cataliticas usando a reducdo do p-nitrofenol
por boro-hidreto de sodio como reagdo modelo (Esquema 3).1%8 O controle utilizando
apenas Lewatit por 1 h a 25 °C ndo produziu p-aminofenol (PAP), de acordo com 0s
dados de espectrofotometria de absorcdo UV-Vis. Entretanto, Au@Lewatit,
Au@BeetBead, Ag@Lewatit e Ag@BeetBead catalisaram a reducdo do PNP, visto
que houve uma diminui¢do na banda de absorcdo em 400 e o surgimento de uma
banda em 300 nm devido a formacgéo do PAP (Figura 27). O decaimento dos maximos
também € mostrado na Figura 28A. A constante cinética observada (kapp) para a
reducdo do PNP e a constante normalizada pela area de superficie por unidade de
volume (k1) foram calculados a partir dos dados cinéticos mostradas na Tabela 4 e

Tabela 5 e pela distribuicio de tamanho das particulas*®®

/@/ NO, NaBH, /©/ NH,
_—
Catalisador, agua
HO 25°C,1h HO
PNP PAP

Esquema 3. Reacdo de reducdo do p-nitrofenol (PNP) em p-aminofenol (PAP) pelos
nanocatalisadores em agua.

O valor de kapp das AuNPs é maior que o das AgNPs, e o valor de ki segue a
mesma tendéncia. Finalmente, o valor de ki, que de acordo com o mecanismo de
Langmuir-Hinshelwood é relacionado a transferéncia de hidreto (H") para a superficie
das NPs formando ligacbes Metal-H,%8170 estio de acordo com aquelas reportadas

para a reducdo de PNP utilizando outros nanocatalisadores suportados de Ag e Au.*68
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Figura 27. Espectros de UV/Vis adiquiridos durante a reducdo do PNP com NaBH4 em modo
batelada a 25 °C. (A) Controle negativo utilizando apenas Lewatit, e efeito de 10 mg de (B)
Ag@Lewatit, (C) Ag@BeetBead, (D) Au@Lewatit ou (E) Au@BeeetBead.
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Figura 28. (a) Reagdo de reducdo do p-nitrofenol monitorada pelo decaimento do méximo de
absorcdo em 400 nm. [PNP] = 6,5 x 10° mol L%, [NaBH4] = 0,1 mol L e 10 mg de catalisador a
25 °C. (b) Reagdes de reuso dos nanocatalisadores. Depois de cada reacgéo, os catalisadores foram
recuperados por filtracao, lavados com agua, secos e reutilizados.

Tabela 4. Constantes cinéticas observadas (kapp) para a reducaoc de PNP feito pelos
nanocatalisadores metalicos.

Catalisador Kapp (s71)2 S (m2L1yd ki(stTm=2L)C

Au@Lewatit (4,3+0,6) x 10 6,0 x 1073 (7,2+1,0) x 1072
Au@BeetBead (5,2+0,3) x 10 8,8x1073 (5,9+0,4) x 1072
Ag@Lewatit (2,7+1,3)x10* 7,0x 1072 (3,8+1,8)x1073
Ag@BeetBead (2,2+0,2) x 10 1,0 x 102 (2,2+0,2) x 102

2 Constante cinética observada. Média + desvio padrdo (N = 3). ® Area de superficie das NPs (S) foi
estimada pela microscopia e normalizada para a unidade de volume do sistema. O raio (r) e 0 nimero
de NPs (Nnp) foram obtidos pela analise da imagem de SEM e a &rea de superficie média das NPs.
(avA) foi calculado através da soma da &rea de todas as NPs individualmente, assumindo um formato
esférico (avA = 4xnr?). O nimero total de NPs em cada polimero foi calculado considerando que a area
de superficie da microesfera polimérica foi calculada considerando que a area de superficie da
microesfera era 1,5 x 10°® m? multiplicado pelo nidmero de microesferas encontradas em 10 mg. O
valor de S foi calculado como area de superficie normalizada pela unidade de volume do sistema (5,0 x
103 L). Os dados usados para o calculo estdo na Tabela 5. ¢ Constante cinética normalizada pela area

de superficie das particulas no sistema.

91



Tabela 5. Areas de superficie estimadas para os nanocatalisadores, determinadas por analise das
imagens de MEV.

Area das Area das NPs N. médio de ]
Area 10 mg de

Catalisador NPs MEV por esfera esferas em 10
esferas (m?)
(m?) (m?) mg
Au@Lewatit? 6,3 x 10713 2,5x 10”7 120 3,0x10°
Au@BeetBead® 2,3 x 1071 3,7x 107 121 4,4 x107°
Ag@Lewatit? 6,5 x 10712 2,6 x10°° 135 35%x104
Ag@BeetBead® 1,0 x 10712 4,1x107 121 50x10°

Area da imagem de SEM: 23,7 x 102 m?, 29,5 x 1011 m?

O suporte ndo afetou o desempenho das Au NPs apesar da mudanca no
tamanho das NPs para aglomerados maiores. Isso pode ser explicado pela quantidade
de metal em média ser maior na Au@BeetBead, que foi medida através de
experimentos de digestdo e analise por espectroscopia de absorcdo atdmica (AAS)
pela aluna Alexandrina C. Carvalho e Prof. Cassiana Nomura no 1Q-USP. Estes
mesmos experimentos também foram utilizados para detectar a presenca de metal no
meio reacional com PAP apds o uso e recuperacdo por filtracdo das microesferas
poliméricas, de modo avaliar se havia a presenca de metal nas solugdes, indicando se
NPs estavam fortemente ligadas ao suporte e resistiram ao vazamento para 0 meio.
Em todos os casos, menos de 0,4 ppm de metal (Ag ou Au) foi encontrado em
solucdo, o que corresponde a aproximadamente 1% m/m da quantidade de metal nas

esferas poliméricas com nanocatalisadores suportados (Tabela 6).
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Figura 29. Curvas de calibracdo usadas para a quantificacdo de metal nos catalisadores e no
contelido reacional.

Tabela 6. Concentragdo de Au e Ag em sua respectiva amostra e em relacdo ao total de metal
encontrado nos catalisadores determinada por espectroscopia de absor¢ao atbmica.

Metal vazado

Quantidade de metal no Recuperacgéao

Catalisador depois da reacéo

catalisador (ng)? (%)

(ng)°

Au@Lewatit 16 < LOQ¢ nd
Au@BeetBead 94 0,7 0,8
Ag@Lewatit 175 1,1 0,7
Ag@BeetBead 146 1,9 1,3

2 Quantidade de metal em 10 mg do catalisador suportado. ® A reacdo de reducéo do PNP por NaBH,
foi feita na presenca de 10 mg de cada catalisador e a quantidade de metal vazado do polimero foi
determinada por AAS e corrigida para efeitos de diluicdo. [PNP] = 6,5 x 107> mol L™, [NaBH,4] = 0,1

mol L7, e catalisador (10 mg) a 25 °C. As curvas de calibragdo sdo apresentadas na Figura 29. Os
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limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) sdo, respectivamente; 0,013 mg L%0,043 mg L*
para Au and 0,011 mg L%0,036 mg L para Ag.

O baixo vazamento e a fécil recuperacdo das microesferas permitiram que os
catalisadores pudessem ser reutilizados. A Figura 28B mostra que em trés reac6es
consecutivas, o0s catalisadores mantém a sua atividade. Em vista disso, esses
catalisadores foram também utilizados para a reducdo de PNP em sistema em fluxo,
desta vez utilizando H,. Nesse sistema, o0 rendimento da conversdo pode ser
maximizado por fatores ajustaveis, a saber temperatura, pressao e fluxo. Ao se utilizar
50 bar de Hza 80 °C, a conversdo de PNP em PAP usando tanto os nanocatalisadores
de Au quanto Ag, alcanca cerca de 100% de rendimento (Figura 30a). No entanto,
para comparar o desempenho de cada catalisador, foram realizados experimentos em
condi¢les experimentais mais brandas nos quais o PNP n&do fosse totalmente
consumido, para comparacdo (Figura 30b). A taxa de conversdo se manteve constante
durante toda a duracdo da reacdo (1 h a 0,2 mL/min), o que implica que a atividade
catalitica é preservada. As AUNPs sdo capazes de funcionar em condigdes
experimentais mais brandas, isto €, com menor pressdo e temperatura, comparadas as
AgNPs, para atingir uma atividade catalitica similar. Para a reducédo do PNP por gés
hidrogénio, a clivagem da ligagdo H-H na superficie do nanocatalisador — ativacdo de
H> — € a etapa limitante da reacdo, e Au tem uma maior tendéncia ativacdo de H»

quando comparado & Ag, o que pode explicar a atividade observada.l’
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Figura 30. (a) Espectro de UV-Vis da solu¢do de PNP apos ser passada no cartucho contendo
Ag@Lewatit e Au@Lewatit a 80 °C e 50 bar de H2. Amostras coletadas apds 10 min de reacao.
(b) Reducéo em fluxo do PNP por H2 na presenca dos nanocatalisadores. [PNP] = 6,5 x 10> mol
L*e 10 mg de catalisador. Au: 30 °C, 10 bar Hz; Ag: 50 °C e 20 bar de Ha.

As NPs de magnetita foram testadas como catalisadores para a reacdo de
oxidacdo da di-hidrorrodamina 123 (DHR) por peréxido de hidrogénio (Esquema
4)'2 A adico do catalisador a uma solucdo de DHR e H202 leva a um aumento na
fluorescéncia em 528 nm devido a formacdo de rodamina 123. Os dois catalisadores
apresentaram um desempenho similar, com FesOs @BeetBead tendo uma taxa de
conversdo ligeiramente maior (Kapp = 2,4 x 10* st e 1,4 x 10* s? para
FesOs@BeetBead e FesOs@Lewatit, respectivamente). Curiosamente, experimentos
controle utilizando a Lewatit também catalisam a oxidacdo da DHR, mas com uma
constante de velocidade bem menor (kapp = 3,7 x 107° s!). Nos dois casos, 0s
catalisadores foram facilmente recuperados por separacdo magnética, mostrada na
Figura 33. Depois da recuperacdo e lavagem dos catalisadores com agua, eles foram
reutilizados em 3 ciclos sem perda da atividade. FesOs@BeetBead mostrou um ligeiro

aumento (13%) na terceira reacao.
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Esquema 4. Reagdo de oxidacdo da dihidrorodamina (DHR) em rodamina 123 em agua com 0s
nanocatalisadores.
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Figura 31. Oxidacdo da DHR por H:0: monitorada por espectrofluorimetria. (A) Controle
negativo sem a Lewatit VP OC 1065 e/ou os catalisadores suportados (B) na presenca de Lewatit
VP OC 1065, (C) FesOs@Lewatit e (C) FesOs@BeetBead. Condigdes experimentais: [DHR] = 5,7
x 10 mol L%, [H202] = 1,0 x 10 mol L?, 5 mg de catalisador a 45 °C; X &= 480 nm, fendas
EX/EM: 25/50 nm. voltagem da fotomultiplicadora; 600V. Espectros de fluorescéncia
adquiridos a cada 3 min por 4 horas.
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Figura 32. (a) cinética da oxidagdo da DHR por peréxido de hidrogénio na presenca dos
nanocatalisadores de magnetita monitorados através da medida de intensidade de fluorescéncia
em 528 nm. (b) Reuso do nanocatalisador. Depois de cada reacdo, os catalisadores foram
recuperados por separacdo magnética, lavados com agua, secos e reutilizados.
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Figura 33. Recuperacdo magnética dos nanocatalisadores de magnetita.

Conclusdes parciais

Os nanocatalisadores de Au, Ag e FesOs suportados em microesferas sdo
compativeis com reacdes em batelada e fluxo, sdo resistentes ao desprendimento de
metal e podem ser recuperados e reutilizados. O trabalho mostrou que a resina de
troca ionica Lewatit VP OC 1065 pode também ser usada como um suporte de
tamanho uniforme para NPs de Au, Ag e Fe3Os e que um produto natural, o acido
betaldmico, foi utilizado para funcionalizar a resina e alterar suas propriedades

cataliticas e morfoldgicas. Os nanocatalisadores suportados produzidos sao
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compativeis com diferentes reacfes quimicas e sdo efetivos para fazer transformacées
redox. O método é simples com irradiacdo de micro-ondas por 5 min e produz o0s
catalisadores prontos para 0 uso e que podem ser recuperados via filtracdo simples ou
separacdo magnética. Nao foi necessaria a adicdo de agentes estabilizantes ou
reguladores de crescimento adicionais, 0s quais podem influenciar negativamente a
catalise. Além disso a sintese € feita em &gua. Todas essas vantagens, quando
somadas, podem oferecer uma solucdo ambientalmente compativel para o

desenvolvimento de nanocatalisadores suportados.
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3.3. Prospeccdo de condi¢cBes para a sintese de pontos quanticos de
carbono feitos com compostos betalainicos

Nesta secdo, descreve-se como betalainas foram utilizadas como material de
partida unicos para a producdo de CDs e a relacdo entre a suas as caracteristicas dos
precursores e do material obtido. Foram utilizadas trés betalainas, o acido betalamico
e uma quasi-betalaina. Betanina (1) difere da indicaxantina (2) pela presenca de um
anel catecolico glicosilado. Betaxantina-pirrolidina (3) ndo possui o grupo carboxilico
presente na indicaxantina. O acido betalamico (4) possui um nitrogénio a menos que
todos os demais, sendo seu sistema conjugado (1-aza-7-oxo-heptametinio) diferente
do das betalainas (1,7-diaza-heptametinio). A BeetBlue (5), por sua vez, € uma quase-
betalaina com extensdo do sistema conjugado (1,11-diazaundecametinio) e

substituicdo da ligagcdo iminica por uma ligacéo carbono-carbono.

| | | | b
O N O (6] N O 0. N (@] O N (0] 0. N/ (6]
H H H H
OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH
Bn BtP BtPy HBt BB

Esquema 5. Estrutura das moléculas utilizadas como precursores na sintese dos CDs. Betanina
(Bn), indicaxantina (BtP), pirrolidina-betaxantina (BtPy), acido betalamico (HBt) e BeetBlue
(BB).

Como a formacdo de CDs tem diversas etapas e 0s compostos betalainicos
utilizados como seus precursores tém diferentes graus de estabilidade
térmica, 13173174 egperar-se-ia que a formacdo das nanoparticulas em cada caso

requeira diferentes tempos de reagdo. Assim, foram primeiramente realizados



experimentos para se obter o tempo 6timo de reacdo em cada caso monitorando-se as
reacOes pelos seus perfis de excitacdo/emissao (EEM) ao longo da sintese
hidrotérmica. As matrizes resultam em um grafico de contorno bidimensional que
mostra 0s comprimentos de onda de excitacdo e emissdo vs. a intensidade de

fluorescéncia (demonstrada pela cor) (Figura 34).
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Figura 34.Matrizes de excitacdo/emissdo dos compostos betalainicos submetidos ao tratamento
hidrotermal a 160 °C pelos tempos de 2, 4, 8 e 12 h. (A) Betanina, (B) Indicaxantina, (C)
Betaxantina-pirrolidina, (D) Acido Betalamico e (E) BeetBlue. Todos os graficos pertencentes a
mesma linha encontram-se na mesma escala de intensidade.
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Observa-se que durante o tratamento hidrotérmico das betalainas, Bn, BtP e
BtPy ocorreu o aparecimento de um méaximo de emissdo em torno de 400 nm que
atinge um pico de intensidade de fluorescéncia apos 8 h de reacdo e que diminui em
intensidade se o aquecimento é mantido apos esse periodo. Os perfis de emisséo
apresentam apenas diferencas sutis, com Bn apresentando uma emisséo ligeiramente
mais estendida para a regido do visivel, enquanto BtP e BtPy apresentam essa
extensdao no UV. No caso de HBt e BB, houve o aparecimento de duas bandas de
emissdo predominantes, em torno de 400 nm e 450 nm. Diferentemente dos
anteriores, essas regides ndo perderam intensidade depois de 12 h de tratamento,
tempo maximo estudado. Também € possivel observar, nos cinco casos, que conforme
o comprimento de excitacdo desloca, 0 maximo também apresenta uma tendéncia a
deslocar para esquerda, indicando a propriedade de emissdo dependente do
comprimento de onda de excitacdo caracteristica dos CDs.

Com base nesses resultados, observamos que para todos 0s materiais, um tempo
de sintese entre 2 e 8 h foi suficiente para a formacéo das espécies emissivas. Assim,
como com 12 h de tratamento hidrotérmico os produtos com betalainas apresentaram
uma diminuicdo da intensidade, foi fixado um tempo de 8 h para a sintese
comparativa dos cinco CDs. A concentracdo inicial de composto foi elevada em 10
vezes, para 1 mmol L, de modo a obter material suficientes para outras
caracterizagdes. Todos 0s compostos, em agua, encontravam-se em pH entre 4,0 e 5,0
antes do tratamento térmico. Apds purificacdo por filtracdo em gel a fim de remover
residuos moleculares, a fragdo fluorescente foi utilizada para todas as caracterizagdes.
Os CDs foram nomeados conforme seu precursor: BnCdot, BtPCdot, BtPyCdot,

HBtCdot e BBCdot.
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Os resultados de todas as caracterizacdes e experimentos com o0s CDs serdo
primeiro apresentados e descritos, e apds isso a discussdo sera feita com base nas

correlacdes entre os dados obtidos e a estrutura do precursor.

3.3.1. Caracterizacdo morfoldgica e fotofisica dos CDs

O material obtido do tratamento hidrotérmico dos 5 compostos foi submetido
a imageamento por TEM e, em todos os casos, foi possivel detectar a presenca de
nanoparticulas. BnCdot e BtPCdot apresentaram tamanho médio de particula maior
(3,5 £ 0,67 e 3,8 £ 1,0 nm), enquanto BtPyCdot, HBtCdot e BBCdot apresentaram
tamanhos menores, de 2,2 £ 0,37; 2,5 £ 0,52 e 2,1 + 0,57 nm; respectivamente.
(Figura 35e Figura 36). Quanto a morfologia, observa-se a presenca de particulas
esféricas, porém com alguma indicacdo de estrutura amorfa nos casos de BnCdot
(presenca de particulas maiores) e BtPCdot, BtPyCdot e BBCdot (distingdo ndo clara
das bordas das particulas) como é possivel observar nas imagens em menor
magnificacdo (Figura 35, esquerda). Para HBtCdot as estruturas sdo esféricas, com
bordas mais definidas e monodispersas.

Foi possivel também observar, através das imagens em alta resolucdo, a
distancia interplanar em regibes cristalinas nas particulas (Figura 35, lado direito).
BnCdot e HBtCdot apresentaram aspecto mais cristalino vistos em alta resolucéo,
com espagamento entre as franjas cristalinas de 0,21 nm. Para as outras particulas, foi
mais dificil identificar as franjas cristalinas nas regides de concentracédo de particulas.
Entretanto, ap0s a busca em outros campos, identificaram-se nanoparticulas
cristalinas com espacamento entre as franjas de 0,20; 0,24 e 0,25 para BtPCdot,
BtPyCdot e BBCdot, respectivamente. Valores de espacamento entre as franjas na
faixa de 0.20 a 0.25 podem indicar o espacamento da face (100) do grafite!”®, sendo

na literatura o valor de 0,21 nm o mais comumente reportado.}’® Entretanto, o
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espacamento observado em estruturas de nanodiamantes (sp®) estd muito proximo a
esses valores, o0 que pode gerar uma atribuicdo ambigua dos valores a
cristalinidade.r”® O espacamento de 0.32 nm, atribuido a distancia entre planos

hexagonais de grafeno ndo foi encontrado.
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Figura 35. Microscopias eletrénicas de transmissdo dos 5 CDs obtidos. (A) BnCdot (B) BtPCdot
(C) BtPyCdot (D) HBtCdot (E) BBCdot.
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Figura 36. Histogramas de distribuico de tamanho dos 5 CDs obtidos. (A) BnCdot (B) BtPCdot
(C) BtPyCdot (D) HBtCdot (E) BBCdot.

As propriedades fotofisicas dos CDs obtidos foram avaliadas através de
espectroscopia UV-Vis, fluorescéncia em estado estacionario e resolvida no tempo. O
espectro de absorcdo (Figura 37) revelou uma banda principal em torno de 270-285
nm para todos os compostos. Atraves de espectroscopia de segunda derivada, obteve-
se valores de maximo em 273 nm para os trés CDs de betalainas (BnCdot, BtPCdot e
BTPyCdot) e para HBtCdot e BBCdot, um deslocamento para 277 e 289 nm,
respectivamente. Observa-se também uma contribuicdo de bandas em torno de 350
nm para BnCdot e HBtCdot. BtPCdot, BtPyCdot e BBCdot tem contribuintes em 325
e 375 nm.

CDs possuem tipicamente uma alta absorcdo na regido ultravioleta devido a
absorcdo de luz por uma alta quantidade de elétrons = com alta densidade nas ilhas
com hibridizacdo sp?.1”” A primeira banda na regido do UV (280 nm) é associada com
transi¢des do tipo m—n* em ligaces C=C em anéis aromaticos. A segunda banda, em
torno de 350 nm, é associada a transi¢fes do tipo n—x* em ligagdes C=0 e C=N; e a
cauda na regido do visivel é geralmente associada a presenca de outros grupos de
superficie, principalmente nitrogenados, como aminas, nitrogénios grafiticos e

pirrélicos.t’17®
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Figura 37.Espectros de UV-Vis e tratamento de segunda derivada obtidos para os CDs
estudados.

Assim como no teste de tempo de reagdo, as amostras com concentragdo 1.0
mmol L também foram submetidas a analise de EEM (Figura 38). Os espectros dos
5 CDs mostraram que BnCdot, BtPCdot e BtPyCdot, como ja constatado nos
experimentos de tempo, apresentam o maximo de emissdo em 405-410 nm, com
excitacdo em 310 nm. Para CdotHBt, nessa concentracdo inicial de precursor, 0
méaximo de emissdo em torno de 400 nm observado nos testes de tempo desapareceu,
e houve apenas um maximo de emissdo em 450 nm com excitacdo em 380 nm, ou
seja, deslocamento para o vermelho com relacéo aos trés primeiros CDs. BBCdot, por
sua vez, apresentou as duas regifes de emissdo observadas nos experimentos de
sintese com variacdo de tempo (Figura 34), com excitacdo em 310 nm e emissdo em
415 nm e excitacdo em 360 nm e 450 nm, sendo a primeira mais intensa e considerada
como maximo para as caracterizacGes posteriores. Também se observa a excitacdo
dependente de emissdo para todos 0s compostos, que comegca a acontecer
principalmente para as excitagdes a partir do visivel (acima de 400 nm). Os mé&ximos
de emissdo na regido azul sdo descritos para CDs que possuem emissdo relacionada
com dominios sp? ligados a grupos contendo oxigénio.*”

Foi calculado o rendimento quantico de fluorescéncia das amostras, em agua.

O método empregado foi o de Williams8°, com sulfato de quinino em H2SO4 0,5 mol
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L1 como padrdo secundario, comumente utilizado para fluoréforos em solugéo. Por se

tratarem de particulas, 0 método mais adequado para medida do @ seria um método

absoluto (como esfera de integragdo) mas que pode ser utilizado nesse caso, visto que
essas particulas de tamanho menor que 5 nm sdo consideradas transparentes, 0s
resultados sdo comparativos e as medidas com padrdo sdo método mais
extensivamente utilizado literatura.'81:182 Qs resultados indicaram que todos os CDs
apresentaram valores de rendimento quantico na ordem de 1072, com exce¢do de
BnCdot, cujo valor encontrado estd na ordem de 10 (Tabela 7). Os rendimentos
quanticos observados para as particulas estdo de acordo com os esperados para
particulas com baixa passivacdo de superficie por grupos nitrogenados. Rendimentos
quanticos acima de 0,1 sdo relatados para CDs com alto grau de passivacdo de

superficie com atomos de nitrogénio, enxofre ou fésforo.5®
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Figura 38. Matrizes excitacao vs. emissdo vs. intensidade de fluorescéncia para (A) BnCdot, (B)
BtPCdot, (C) BtPyCdot, (D) HBtCdot e (E) BBCdot. Ao lado deste Gtimo encontra-se o espectro
obtido com a amostra diluida.

A caraterizagdo fotofisica seguiu com a determinacdo dos tempos de vida de

fluorescéncia (t). Os valores de t obtidos por meio da técnica Time-Correlated Single
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Photon Couting (TCSP) com excitacdo em 335.6 nm foram melhor ajustados com
funces bi- e triexponenciais, revelando a presenca de mais de um centro emissivo ou
vias de decaimento radiativo, com diferentes tempos de vida. Os decaimentos séo
apresentados na Figura 39 e os valores obtidos na Tabela 7. BnCdot, BtPCdot e
BtPyCdot apresentaram ajuste biexponencial e tempos de vida similares nas faixas de
1,1-1,4 e 6,7-7,2 ns. J& com relacdo a HBtCdot e BBCdot, o perfil de decaimento foi
melhor ajustado com uma funcéo tri-exponencial, indicando a possivel presenca de
trés tempos de vida diferentes, ou seja, trés centros emissivos para o comprimento de
onda selecionado. O HBtCdot também possui 0 componente de 1,42 ns, comum para
0s CDs de betalainas.

Devido a resolucdo temporal do aparelho, ndo foi possivel fazer a investigacao
de componentes ultracurtos na escala de ps. Os tempos de vida adquiridos sao
considerados longos, e geralmente sdo associados a processos de luminescéncia
intrinsecos ou mediados por defeitos (traps), enquanto que 0s curtos representam a
populacdo dos estados dos defeitos e/ou formacio de éxcitons.'® De posse dos dados

de ®q e tempo de vida do estado excitado (t), foram calculadas as constantes

cinéticas radiativa (kr) e ndo radiativa (knr) para desativacdo do estado eletronicamente
excitado dos CDs de compostos betalainicos. E observado que para BnCdotas knr é
cerca de trés ordens de grandeza maior do que ki, indicando que o estado excitado é
desativado principalmente por processos ndo radiativos. Para BtPCdot, o valor é
apenas uma ordem de grandeza maior, 0 que esta de acordo com o maior valor de @
encontrado, enquanto para BtPyCdot, HBtCdot e BBCdot, os valores foram duas
ordens de grandeza maiores. Ainda assim, os resultados demonstram que as principais
vias de desativacdo do estado excitado dos CDs obtidos s&o vias ndo emissivas como

desativacdo térmica, vibracdo ou oxidacdo, por exemplo, indicando uma estrutura

108



complexa e irregular. CDs produzidos a partir de acido tanico por Liu e

184 encontraram os valores na ordem de 107 para kr e 10® para Kur,

colaboradores
comparaveis aos CDs de compostos betalainicos. Os autores atribuiram o decaimento
ndo radiativo a processos de rotacdo de grupos de superficie, que em meio viscoso foi

impedido, acarretando em aumento no @,
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Figura 39. Decaimento dos tempos de vida de fluorescéncia dos CDs em agua e temperatura
ambiente. As condi¢des do equipamento foram lex = 335,6 nm, fex = 10 nm, fem = 10 nm, 3.000
contagens, 2048 canais, numa janela temporal de 100 ns.
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Tabela 7. Resumo das propriedades fotofisicas dos CDs. Comprimento de onda de excitag¢do (hex), maximo de emissio (Aem), rendimento quantico de fluorescéncia
(®n), constante radiativa (Kr) e néo radiativa (Knr) tempos de vida de fluorescéncia (t) e sua contribuigéo.

Contr. Contr. Contr. 1 1
CD hex(NM)  Aem(nm) O] t1(NSs) rel (%) T2(NnSs) rel (%) 73(Nns) rel (%) kr (s)  kar (s7)
BnCdot 310 410 1,1x10° 15 50 6,7 50 - - 2,7x10° 2,4x108
BtPCdot 310 405 4,2 x10? 11 61 7,0 39 - - 1,2x 10" 2,7x 108
BtPyCdot 300 405 2,1x10? 1,1 45 7,3 55 - - 46x10% 22x10°8
HBtCdot 350 440 3,1x 10?2 14 43 3,8 40 9,3 17 8,1x10% 2,5x10°8
BBCdot 315 415 2,2 x 107 1,0 24 3,7 35 8,9 41 42x10%° 1,9x108
0,05 3x108 ik
r
— Ewr| 07 b
0,04 - ] o ] s =
2x10° + ] - ° . ——
0,03 =ol [
S ~ c
0,02 . 4
1%10°%
0,01 21
0,00 - ke [ kor [ ke | knr | ke [ knr | ke | kor | ke [ kor dlelalaelale]ala]s]a]a]s
BnCdot BtPCdot BtPyCdot HBtCdot BBCdot BnCdot BtPCdot | BtPyCdot | HBtCdot | BBCdot BnCdot | BtPCdot |BtPyCdot| HBtCdot BBCdot

Figura 40. Histogramas das propriedades fotofisicas de rendimento quantico de fluorescéncia (®1), constante radiativa (Kr) e néo radiativa (Knr) e tempos de vida de
fluorescéncia dos cinco CDs obtidos.
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3.3.2. Efeitos de superficie

Grupos de superficie, como acidos carboxilicos e fenois, podem participar
ativamente dos mecanismos de fluorescéncia dos CDs através da sua interacdo com as
ilhas de carbonos sp? e essas particulas podem, portanto, ser utilizadas como
sensores. Uma forma de estuda-los é verificar o efeito de equilibrios de protonacéo e
desprotonacdo desses grupos nas propriedades fotofisicas das particulas. Foram entao
realizados experimentos com variacdo de pH e medidas das propriedades de absorcao
e fluorescéncia. A Figura 41Figura 41 mostra a segunda derivada de espectros de
absorcdo das particulas obtidos em diferentes pHs, ajustados com solucédo de sais de
fosfato 10 mmol L. Apesar de solugGes de fosfato ndo estarem tamponadas em todas
as regides de pH, o valor foi medido antes dos experimentos e ajustados conforme
necessidade.’®® Os resultados revelaram que as trés particulas provenientes de
betalainas (BnCdot, BtPCdot e BtPyCdot) ndo apresentaram mudancas significativas
eu seu perfil de absorcdo com a variacdo do pH do meio. Por outro lado, com
HBtCdot e BBCdot, ocorreu o aparecimento de uma nova banda de absor¢do em 340

nm e 350 nm, respectivamente, em pHs acima de 7,0.
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Figura 41. Segunda derivada dos espectros de absor¢cdo dos CDs de (A) Bn, (B) BtP, (C) BtPy,

(D) HBt e (E) BB em diferentes pHs. Os experimentos foram realizados em tampé&o fosfato 10
mM.

Com relacdo aos espectros de fluorescéncia, assim como na absor¢do, nédo
foram observadas mudancas significativas com a variacdo de pH para os espectros de

fluorescéncia de BnCdot, BtPCdot e BtPyCdot (Figura 42), além de variacdes na

intensidade.
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Figura 42. Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 310 nm de BnCdot, BtPCdot e BtPyCdot
em diferentes pHs.

HBtCdot e BBCdot, por sua vez, assim como na absorcdo apresentaram
alteracdes nos espectros de fluorescéncia com a variacdo do pH. Para a excitacdo em
380 nm de HBtCdot, os espectros em pH abaixo de 7,0 apresentaram maximo de
emissdo em 450 nm, assim como observado nos experimentos de caracterizacdo em
agua. Os espectros em pH acima de 7,0; por sua vez, apresentaram um deslocamento
hipsocrdmico do maximo de 15 nm, e aumento na intensidade (Figura 43). BBCdot,
em sua excitacdo tipica, 315 nm, ndo apresentou variagdes nos espectros de
fluorescéncia. Entretanto, devido ao aparecimento da banda de absor¢do em 340 nm
em pHs acima de 7,0; esse comprimento de onda de excitacdo também foi usado para
adquirir espectros de fluorescéncia. Em meio &cido, 0 maximo de emissdo se
preservou em 410 nm, mas em meio basico, 0 maximo deslocou para 450, com um

ombro menos pronunciado em 410 nm (Figura 44).
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Figura 43.Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 380 nm de HBtCdot em diferentes pHs,
ajustados com tampdao fosfato 10 mmol L*

114



200 180

——pH3,0
(B) ——pH 5,0
——pH7,0

120

@
S

80

Intensidade (u.a.)
3
o
Intensidade (u.a.)

50 40 4

T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 400 450 500 550 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 44. Espectros de fluorescéncia com excitacdo em (A) 310 e (B) 350 nm dos BBCdots em
diferentes pHs, ajustados com tampéo fosfato 10 mmol L*. Os espectros de (B) foram suavizados
para melhor observag&o.

A partir dos dados de integracdo de area da curva dos espectros de
fluorescéncia, em comparagdo com o0s espectros em agua, foram calculados os
rendimentos quanticos de fluorescéncia (®q) dos CDs em diferentes pHSs, reportados
na Tabela 8. Observa-se que para os CDs de betalainas (BnCdot, BtPCdot e
BtPyCdot) e HBtCdot, os valores de @ tiveram uma ligeira diminuigdo em pHs mais
altos, enquanto para HBtCdot e BBCdot, apesar de sofrerem variacbes no

comprimento de emissdo com a varia¢ao do pH, ndo apresentaram mudangas no ®si.

Tabela 8. Rendimentos quénticos de fluorescéncia dos CDs de compostos betalainicos (®s) em
funcédo do pH.

Amostra ®aH20 @ pH 3,0 @1 pH 5,0 ®@npH 7,0 ®@npH 9,0 @1 pH 10,0

BnCdot 1,1x10° 1,1x10° 1,1x10°® 99x10° 85x10* 8,3x10*
BtPCdot 4,2x102 42x10%2 49x10%2 39x102 4,4x10% 3,9x10?
BtPyCdot 2,1x102 21x102? 21x10% 20x102 2,1x10% 1,8x102
HBtCdot 3,1x102 3,1x102 32x10%2 24x102 2,4x10% 23x10?
BBCdot 2,2x102% 2,2x10%2 2,0x102 2,1x10? 19x10?% 1,9x10%

A desprotonagdo de grupos de superficie em pHs altos pode modificar a
natureza dos niveis de energia e influenciar nas transigdes eletrénicas. Um estudo de
Choudhury e colaboradores'® avaliou CDs com efeitos de pH similares aos feitos
com betalainas, obtendo um valor de pKa dos grupos acidos entre 7,0 e 8,0. Apesar de

ndo ter sido possivel construir uma curva de titulagdo com os dados obtidos (os dados
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de méximo vs. pH nao resultaram em uma curva sigmoide), podemos observar que a
mudanca nos espectros acontece nessa faixa. Os autores do estudo atribuiram esse
valor a desprotonacdo de grupos fenol/fenolato, ja que acidos carboxilicos possuem
valores de pKa mais baixos. Os resultados de absorcéo e fluorescéncia combinados
indicam que HBtCdot e BBCdot possuem, dessa forma, grupos de superficie
protonaveis que participam do mecanismo de fluorescéncia (provavelmente fendis),
enquanto os outros podem emitir luz por outro mecanismo ou ter grupos de superficie
ndo sujeitos a protonacdo nessa faixa de pHs, indicando mais uma diferenca entre as

particulas.

3.3.3. Propriedades fotoredox

CDs séo potenciais fotossensibilizadores biocompativeis para utilizagdo de luz
solar e producéo de hidrogénio em solugdo aquosa.®! Dessa forma, avaliamos sua
capacidade de transferéncia de carga, através de ensaios de supressdo de fluorescéncia
na presenca de um aceptor de elétrons. A propriedade de transferéncia de elétrons em
CDs esta intimamente associada a sua estrutura interna e de superficie®®’ o que
pode sugerir diferencas estruturais entre os CDs.

O ensaio utilizado para esse fim consiste na fotoreducdo do cation metil
viologénio MV?* (contra-ion cloreto), comumente conhecido como Paraquat,
composto incolor, a MV**, de cor azul. O MV*" pode ser reduzido novamente a sua
forma neutra, com cor amarela. Esse composto, além de inimeras outras aplicacdes,
tem sido utilizado para a investigacdo das propriedades fotossensibilizantes de CDs

em fotocatalise e producio de H.1%

116



=)

MVZ*

1e

)

Mv*

Eo = 3,65 vs. SHE

o+

1e”

MV

Esquema 6. Estados de oxida¢do do metil viologénio em meio aquoso.

A equacdo de Stern-Volmer descreve a supressdao de fluorescéncia por
colisGes e é apresentada a seguir®®®:

Fy
= 1+ kg7o[Q] =1+ Ksy[Q]

onde, Fo e F sdo as intensidade de fluorescéncia na auséncia e na presenga do
supressor, respectivamente. kq é a constante bimolecular e 1o 0 tempo de meia vida do
fluor6foro sem o supressor. [Q] é a concentracdo do supressor. A constante de Stern-
Volmer é dada por Ksv = kq 10 (Ko quando o processo é dindmico) e os dados séo
analisados graficamente pela relagdo Fo/F por [Q]. Na Figura 45 encontram-se 0s
graficos de Stern-Volmer para ensaios de supressdo de fluorescéncia dos CDs na
presenca de concentragdes crescentes do cation metilviologénio (MV?*), que age

como aceptor de elétrons.
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Figura 45. Espectros de fluorescéncia dos CDs na presenca de diferentes concentracgdes de MV?* e
graficos de Stern-Volmer obtidos
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Os experimentos demonstram que todos os CDs utilizados tiveram sua
fluorescéncia suprimida pelo metilviologénio, e uma relacdo linear entre Fo/F
(intensidade inicial/intensidade na presenca do cation) e [MV?*], com excecdo de
BBCdot, que em maiores concentracdes apresentou um desvio de linearidade, e por
isso o grafico é mostrado com mais pontos. As maiores constantes da relacdo linear
(Ksv) observadas foram na ordem de 10° L mol~* para BtPCdot e BtPyCdot,

Os valores altos de Ksy sdo geralmente encontrados para fluordforos livres em
solugdo ou em superficie de biomoléculas.®® Para BBCdot, o desvio de linearidade
sugere uma outra populacdo emissora ndo acessivel ao supressor, ou seja, que no caso
dos CDs poderia ser um grupo distante da superficie. Foram realizadas tentativas de
ajuste dos dados utilizando a equacdo de Lehrer ou de Stern-Volmer modificada para
0 comportamente de desvio, porém sem sucesso. Ainda assim, esse resultado mostra
que o uso de um precursor diferente modificou substancialmente as propriedades
fotoredox dessa particula.

Alguns autores sugerem que o provavel mecanismo de supressdo de estados
excitados de CDs por MV?* sgja estatico, devido a interacdo das cargas negativas do
C-dot (devido a grupos carboxilicos na superficie) com a carga positiva do MV?*, o
que favoreceria a pré-organizacdo de um complexo (Esquema 7).8 A baixa constante
observada para BnCdot pode ser um resultado da presenca do anel catecolico
glicosilado, que de alguma forma pode ter alterado a composi¢do da superficie e

dificultado a formagao de complexos com o MV?*,
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Esquema 7. Representacao do processo de transferéncia de carga que acontece com os complexos
de CDs e MV?. Valores de energia arbitrarios pra CD, e para MV? de referéncia da
literatura.'e®

3.3.4. Caracterizacao estrutural

A caracterizacdo estrutural dos CDs foi realizada através de experimentos de
infravermelho de modo a identificar grupos funcionais presentes nas particulas e XPS,
para constituicdo atdmica e estados de oxidacdo. A analise dos espectros de FT-IR
revelou a presenca de sinais em comum, como em 1580-1600 cm, entre 3000 e 3500
cm? e na regido de 1400 cm™. O primeiro corresponde a ligacdes de carbono
aromaticos C=C. O segundo é relativo a grupos —NH (3200 cm™) e —~OH (3400 cm™).
O terceiro pico em comum para as amostras poderia estar relacionado a grupos
metileno, constituintes da cadeia carb6nica. Os picos que diferenciam as amostras
compreendem: HBtCdot, em 1700 cm™ e em 1200 cm™. Sinais nessa regido poderiam
ser atribuidos a estiramentos C=0 e C—O em 4cidos carboxilicos. Também o BnCdot
apresenta um sinal em 1020-1060 cm™, que pode estar relacionado a fungdes C-O-C,
porém deve ser atribuido mais cautelosamente por estar na area de fingerprint do

espectro.
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Figura 46.Espectros de infravermelho dos CDs produzidos, registrados no modo modo ATR,
com resolugéo de 4 cm™ e 32 scans.

Os experimentos de XPS forma realizados para se obter mais informacdes
sobre a estrutura dos CDs, como composi¢do atdmica e contribuicdo de cada estado
de oxidacgdo. Os espectros das amostras e as quantidades dos elementos encontrados
se encontram na Figura 47 e na Tabela 9. Cabe ressaltar que estes experimentos foram
feitos sem prévio bombardeamento por argbnio, ou seja, os achados provavelmente

revelam mais sobre a superficie das particulas do que sobre sua composicao interior.
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Figura 47. Espectros survey ou de varredura ampla de XPS para as amostras de CDs sintetizados
a partir de betalainas. Os picos marcados correspondem a energia dos elétrons 1s dos elementos
C, N e O. Outros picos presentes, ndo levados em conta para quantificacdo, pertencem a energia
de elétrons de atomos como Si (substrato da amostra), Na e K (contaminantes esperados) e
energias de elétrons de C e O de outras camadas.
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Tabela 9. Composi¢do em porcentagens de carbono, oxigénio e nitrogénio das amostras de CDs,
obtida através da quantificacio do espectro survey de XPS.

Carbon Dot Composicéo (%)
C 0 N
Bn 65,20 30,68 4,12
BtP 66,05 26,64 7,31
BtPy 48,54 49,92 1,55
HBt 64,12 32,11 2,76
BB 66,46 28,97 4,57

Os resultados indicaram uma composicao similar de 60% carbono para todas
as amostras, com excec¢do de BtPYCdot, com 50%. A composicdo de nitrogénio esta
abaixo de 10% em todas as amostras, sendo o BtPCdot o com maior teor. Os
espectros em alta resolucdo e a as contribui¢cbes de cada estado de oxidacdo dos
atomos encontram-se na Figura 48 e as contribuicOes relativas de cada estado de
oxidacdo dos atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio estdo compiladas na Tabela

10.
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Figura 48. Espectros de XPS desconvoluidos para C 1s, N 1s e O 1s dos CDs de (A) Bn, (B) BtP,
(C) BtPy, (D) HBt e (E) BB.
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Tabela 10. Energias dos componentes obtidas através da separagédo da contribuigédo dos picos nos
espectros de alta resolugdo de XPS de carbono, nitrogénio e oxigénio

Carbon dot Tipo de C — Energia (eV) — Oxigeénio Nitrogénio
Abundancia (%) Energias (eV) - % Energias (eV) - %
Bn C-C/C=C —284,8 — 25,17 C=0-531,2-6,13 C=C-N -399,5 - 23,07
C=0-286,1-55,06 C-O/C-OH—-532,6 — 77,68 C=N-C-401,4-76,93
C=N/C=0 -287,8 - 0-C=0-533,8-16,19
11,74
0O=C-OH —-289,2 - 8,03
BtP C-C/C=C —284,7-23,41 C=0-5312-2134 C=C-N-399,3-17,54
C-O/C-N —285,5-34,99 C-O/C-OH - 532,8 — 78,66 C=N-C-401,4-82,46
C=0-286,4 - 26,44
0O=C-OH - 288,5-15,53
BtPy C-C/C=C —284,6 - 60,53 530,8-1,64 C=C-N -399,4 - 29,84
C-O/C-N —-285,3-9,90 C-O/C-OH-532,6 — 98,36 C=N-C-401,0-70,16
C=0-286,0-21,79
O=C-OH -288,1-7,79
HBt C-C/C=C —284,7-21,27 C=0-531-10,69 C=C-N -399,7 - 27,37
C-O/C-N —285,4 - 16,07 C-O/C-OH-532,6 — 69,72 C=N-C-401,6 -72,63
C=0-286,3-43,61 0-C=0-533,8 -19,49
0O=C-OH -289,1 - 19,07
BB C-C/C=C —284,9-31,60 C=0-531,7-11,48 C=C-N -399,6 - 35,06
C-O/C-N —285,8 -41,10 C-O/C-OH-532,9 - 76,89 C=N-C-401,4 -64,94

C=0-286,9-10,29
0=C-OH —288,7 - 17,01

0-C=0-534,1-11,63

Com relacdo aos atomos de carbono, todas as amostras apresentaram sinal em

torno de 284 eV, que corresponde a ligagbes C—C e C=C em CDs.'*® Os BtPyCdot

apresentaram o maior teor desse tipo de carbono. BtPCdot, BtPyCdot, HBtCdot e

BBCdot apresentaram sinais em torno de 285 eV, 286 eV e 288 eV, associados a

carbonos com ligacdo C-O/C-N, C=0 e O=C—OH.***1°! HBtCdot apresentou sinal de

maior energia em 289 eV que geralmente esta associado a grupos O=C—OH?%?1% ¢ o

BBCdot, além do sinal em 289 eV, apresentou um pico 287 eV, associado a ligaces

do tipo C=N e C=0.*° O BnC-dot foi 0 tinico que ndo apresentou um pico em torno

de 285 eV, que em geral é associado a carbonos que fazem ligacéo simples C-O ou C-

N, 190191184195 A diferenca nos picos para BnC-dot pode estar relacionada a presenca

do acucar e abundancia de grupos hidroxila que podem ter sofrido oxidacdo na

molécula precursora.
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A observacdo dos espectros de alta resolucdo de oxigénio revelou uma
contribuicdo predominante do pico de valor 532 eV, valor tipico desse elemento em
compostos organicos, em ligagdes C—O/C—OH 8319119319 No espectro de de

nitrogénio, o principal encontrado é o grafitico'®

em 401 eV, seguido do pirrolico ou
% em 399 eV.

Com os dados obtidos, é possivel afirmar que todas as moléculas foram
capazes de gerar as nanoestruturas de carbono. Entretanto, as caracteristicas
estruturais que diferenciam o0s precursores resultaram em diferentes propriedades
fisicas, fotofisicas e fotoredox nas particulas obtidas. As diferencas estruturais dos
precursores foram entdo correlacionadas com as propriedades observadas nas
particulas, e as seguintes hipoteses podem ser tracadas:

Com relacdo a correlacGes estruturais. Para BnCdot e HBtCdot observamos
com mais facilidade as estruturas cristalinas. Além disso, essas duas particulas
apresentam as maiores diferencas nos espectros de FT-IR indicando diferentes
estruturas. A Bn pode ter atingido a cristalinidade devido a presenca da glicose, que
em varios relatos foi capaz de gerar CDs com estrutura cristalina.’* O HBt possui um
grupo aldeido facilmente oxidavel que pode ter contribuido nas reacdes de
polimerizacdo e carbonizacdo. A presenca desses grupos pode ter sido, portanto,
determinante nas propriedades de cristalinidade.

Na fotofisica, as maiores diferencas entre as particulas foram observadas na
emissdo. Observamos que quando se utiliza betalainas como material de partida, a
emissdo maxima se apresenta em torno de 410 nm. A auséncia do anel catecolico
glicosilado ou mesmo da carboxila no anel na betaxantina-pirrolidina, portanto, ndo
alteraram 0 méximo de emissdo, sugerindo que a presenca da ligacdo iminica das

betalainas, que as diferenciam dos outros compostos, esta correlacionada com o perfil
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de emissdo obtido. As particulas feitas com betalainas também apresentam perfis
similares de tempo de vida de fluorescéncia e resposta a variacdo de pH, fatos que
corroboram com a hipdtese de um mecanismo de fluorescéncia predominante em
comum. Os controles que ndo utilizaram betalaina, por sua vez, como o sistema 1-
aza-7-oxo-heptametinio do HBt ou 1,11-diazaundecametinio da BB, resultaram nas
diferencas de propriedades. Observou-se na absor¢do um deslocamento de maximo da
regido aromatica, e na fluorescéncia um deslocamento para o visivel. Também
apresentam diferentes tempos de vida de emissdo e a presenca de grupos protonaveis
que alteram as propriedades fotofisicas, sugerindo outros centros emissivos. Além
disso, o comprimento de onda de emissdo do HBtCdot estd mais proximo aos valores
comumente relatados para CDs com emissao no azul.

Para as relacdes fotoredox, foi observado que o HBt forma a particula com
menor eficiéncia de transferéncia de elétrons. Estudos de Bhat Bhatacharyya et al.*
correlacionam a alta eficiéncia fotocatalitica a maior presenca de atomos nitrogénio
no limite das estruturas. Os dados de XPS mostram que a funcionalizacdo de
superficie foi predominantemente realizada por grupos funcionais oxigenados,
entretanto a estrutura do HBt, que possui a menor quantidade relativa de nitrogénio,
corrobora com as observacbes experimentais. BtPCdot e BtPyCdot apresentaram
maior eficiéncia na transferéncia de elétrons, sugerindo que a presenca de estruturas
como o anel catecdlico glicosilado e o grupo pirr6lico nos precursores diminuem a
eficiéncia fotocatalitica.

O tamanho do CD parece estar relacionado com o nimero de duplas ligagdes
alifaticas nos precursores. Bn e BtP possuem o0 maior nimero destas e apresentaram
0s maiores tamanhos. Na distancia interplanar, ndo foram encontradas relacfes dbvias

ja que este parametro é fungdo da cristalinidade e € dificil tracar correlacBes entre
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precursores e grau de cristalinidade, porém a hibridizacdo dos precursores sem duvida

parece implicar na cristalinidade da particula.

3.4. Conclusdes parciais

Todos os compostos betalainicos utilizados foram capazes de gerar
nanoestruturas de carbono sob aquecimento hidrotermal. Compostos betalainicos
constituidos do sistema 1,7-diazaheptametinico resultaram em particulas com
propriedades fotofisicas similares, enquanto os sistemas 7-oxo-heptametinio e 1,11-
diazaundecametinio resultaram em diferentes propriedades de emissdo de
fluorescéncia. As estruturas também foram determinantes nas propriedades fotoredox
das particulas obtidas, permitindo maior ou menor habilidade de transferéncia de
elétrons fotoinduzidos para um sistema aceptor de elétrons. Esses resultados apontam
para o potencial dos CDs derivados de betalainas em aplicacBes de sistemas
fotovoltaicos e para a importancia da racionalizagdo de escolha dos precursores na
sintese desses materiais, pois variacdes em suas estruturas acarretam em modificacdes

em suas propriedades de interesse.
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4. CONCLUSOES

As betalainas, por serem facilmente oxidaveis, sdo capazes de reduzir ions
metalicos e agir como agentes redutores estabilizantes na sintese de NPs metélicas.
Devido a diferengas estruturais, betalainas distintas produziram NPs com tamanhos e
morfologias diferentes. HBt foi mais eficiente no controle de tamanho de NPs de ouro
e BtP para a prata. O uso de betalainas apresenta uma vantagem com relacdo as NPs
de citrato de sddio pois a presenca de betalainas e seus produtos de degradacdo na
superficie das NPs as torna reativas, sendo capazes de doar elétrons. Essa propriedade
podera ser explorada na fabricacdo de NPs antioxidantes, e corrobora com outros
estudos que indicam transferéncia de elétrons das betalainas para NPs em catalise
plasménica. Na segunda parte, a propriedade de modificacdo de tamanho e
morfologia das betalainas utilizadas como redutoras foi utilizada para a producéo de
NPs de Au, Ag e FesO4 na superficie de microesferas poliméricas. Reportamos um
método simples para a producdo de NPs diretamente sobre a superficie da resina
polimérica sem necessidade de adicdo de redutores externos, utilizando a propria
superficie de benzilamina para esse fim. Ao se funcionalizar a resina previamente
com 4&cido betaldmico, ou seja, colocando betalainas na superficie do polimero, foi
possivel modular a morfologia, tamanho e propriedades cataliticas das microesferas.
O material apresentou atividade catalitica para reacdes redox modelo e pode ser
utilizado em método em fluxo e em batelada, e podendo ser recuperado e reutilizado e
entdo apresentando-se como alternativa ambientalmente compativel quando se utiliza
catalise por nanoparticulas. Por fim, betalainas também foram capazes de formar
nanoestruturas de carbono através do aquecimento sob pressdo. As diferentes

alteracOes estruturais nas betalainas acarretaram diferentes propriedades estruturais e
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fotofisicas nos CDs, sendo possivel modular as propriedades e as aplicacdes dessa

classe de nanomateriais a partir da racionalizacdo de escolha dos seus precursores.

130



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Materiais
Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho e suas caracteristicas estdo listadas

na Tabela 11.

Tabela 11. Reagentes e solventes utilizados no trabalho, sua origem e grau de pureza.

Reagente/Solvente Formula/ Fornecedor Grau de
Abreviatura Pureza
2-propanol - Merck P.A.
2,4-dimetilpirrol - S.A. 97%
4-nitrofenol - S.A. > 999
Acetato de Etila AcOEt Merck P.A.
Acetonitrila ACN Tedia HPLC
Acetona - Merck P.A.
Acido Cloridrico HCI Merck 37%
Acido Férmico H,CO,H Merck 98-100%
Acido fosforico H3PO4 S.A. 85%
Acido Trifluoroacético TFA S.A. 99%
Acido nitrico HNO3 Vetec 65%
Borohidreto de sodio NaBHa S.A. > 99%
Cloreto de potéssio KCI S.A. > 999%
Cloreto de ouro HAuCl; 3H.0  S.A. > 99,9%
Cloreto de sédio NaCl S.A. = 99,5%
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Dihidrogenofosfato de sddio

Dihidrorodamina 123

Etanol

Hidrogenofosfato dissodico

Hidroxido de aménio

Hidroxido de sédio

L-prolina

Lewatit VP OC 1065
Metanol

Perdxido de hidrogénio
Pirrolidina

Nitrato de prata

Sephadex LH20

Sephadex G25

Silica Gel

Silica Gel C18 fase reversa

Sulfato de ferro (1)

NaH2PO4

EtOH

Na2HPO4

NH40H

NaOH

MeOH

H.0O»

AgNOs

SiO;

FeSOq4

S.A.

S.A.

Synth

S.A.

Merck

S.A.

S.A.

Supelco
Synth
Synth
S.A.

S.A.

G.E.
S.A.
S.A.
S.A.

S.A.

=>99,5%

> 95%

P.A.

= 99%

20-30%

= 98%

= 99%

P.A.
35%
99%

= 99%

= 99%
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5.2. Métodos

5.2.1. Solucgdes de trabalho

Todas as solucGes foram preparadas com agua desmineralizada com resistividade em

temperatura ambiente > 18 MQ cm-1 (milli-Q, Millipore).

5.2.1.1 Gerais

-Solugdo aquosa de NaOH 1 mol L 4 g de NaOH foram adicionados em baldo

volumétrico (100 mL) e o volume foi completado com agua.

-Solucdo aquosa de HCI 1 mol L*: 8,28 mL de HCI 37% (d = 1,2 g mL-1) foram

adicionados em baldo volumétrico (100 mL) e o volume foi completado com agua.

5.2.1.2 Analise cromatogréafica
As solucBes foram preparadas imediatamente antes das analises
cromatograficas:

-Solvente A (0,05% &cido férmico/H-0): 125 uL de acido férmico foram diluidos em

250 mL de agua.

-Solvente B (0,05% acido formico/ACN): 125 uL de acido formico foram diluidos em

250 mL de acetonitrila.

5.2.1.3 Tampodes e solucGes de trabalho

As solucgdes tampdo foram preparadas e armazenadas a 4 °C por até um més.
O pH da solugéo foi conferido e, caso necessario, aferido, em temperatura ambiente
antes de cada ensaio.

-Solugéo tampdo fosfato 10 mmol L*: foram preparadas solucdes tampdo 10 mmol L

! de fosfato dibasico (0,3549 g de Na2HPO4 adicionados a baldo volumétrico de 250

mL e o volume completado com agua) e 200 mmol L™ de cloreto de sodio (2,922 g de
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NaCl adicionados a baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com agua),
utilizando-se de HCI ou NaOH 1,0 mol L para se atingir o pH desejado, no intervalo
entre pH 2 — 10.

Solucdo de ABTS (4cido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) 7 mmol

L*: 0.384 g do sal foi dissolvido em 100 mL de 4gua em um baldo volumétrico, e a

solucdo foi armazenada em geladeira protegida de luz por até uma semana.

Solucio de persulfato de potassio (K2S20s) 140 mmol L*: 0,380 g do sal foram
pesados e dissolvidos em 10 mL de &gua. A solucdo foi armazenada em temperatura
ambiente e protegida de luz.

Solugdo de ABTS™: a 5 mL da solugdo de ABTS 7 mmol L?, foram

adicionados 88 uL da solucdo estoque de K3S;0s 140 mmol L*, obtendo-se uma

concentragdo final de 2,4 mmol L (1/3 da concentragio de ABTS)
5.2.2. Semissintese e purificacdo de betalainas

5.2.2.1 Extracdo do Acido Betalamico em acetato de etila

O HBt foi obtido por meio da hidrélise alcalina das betalainas presentes no suco
de beterraba. Beterrabas frescas foram lavadas e processadas em centrifuga tipo Juicer
(Philips-Walita, modelo R11855). O suco (ca. 500 mL) foi filtrado em filtro de pano e
refrigerado a aproximadamente 10 °C e o pH do meio foi elevado a 11,4 com a adicédo
de NH4OH concentrado. A solugdo foi mantida sob agitacdo mecénica (ca. 400 rpm)
até que passasse da coloracdo roxa para a amarelo-esverdeada (ca. 30 min). A solugédo
foi entdo resfriada a 1 °C (banho de CO2(s)/etanol) e em seguida o pH foi levado a
1,5 - 2 com HCI concentrado. Em seguida, o eletrodo de pH foi retirado adicionou-se
acetato de etila (10% do volume inicial do suco). A emulsdo resultante foi
centrifugada (7000 g, 1 minuto, 5 °C). A fase organica amarela foi separada, e

repetiu-se o processo de extracdo. A fase organica foi novamente separada, reunida
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com a fracdo anterior e resfriada a -80 °C com gelo seco, de forma que cristais
contendo agua e sais se formassem. o precipitado foi entdo filtrado rapidamente a
vacuo e a solucdo armazenada a -20 °C para uso posterior. A concentracdo de HBt na
solugdo em acetato de etila foi estimada considerando-se um €™ = 30.000 L mol™

Cm—1_63

5.2.2.2 Extracdo e purificacdo da Betanina

A betanina foi obtida por meio da extracdo do suco de beterraba. Beterrabas
frescas foram lavadas e processadas em centrifuga tipo Juicer (Philips-Walita, modelo
R11855). O suco foi filtrado em filtro de pano e centrifugado a 7000 G por 10 min a -
10 °C, sendo o precipitado descartado. Em seguida o suco foi novamente filtrado, a
vacuo com filtro de silica gel, e o pH ajustado a 2,0 com HCI concentrado. O suco
acidificado foi fracionado em tubos falcon (10 ml em cada) e foram adicionados 5 mL
de isopropanol, seguido de homogeneizagdo. O conteudo entdo foi congelado a -20° C
e, apos 5 dias, descongelados e centrifugados a 5500 G por 15 min a -10°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 5 mL de etanol para
cada tubo. O contetdo foi novamente centrifugado (5500 G, 10 min, -10 °C) e
novamente o sobrenadante foi descartado. O novo precipitado foi ressuspendido em
agua e centrifugado (5500 G, 10 min, -10° C) e o sobrenadante, contendo a betanina,
foi recuperado e liofilizado. Apos essa etapa, 0 po foi ressuspendido em agua, o pH
ajustado para 6,0 e a purificacdo foi feita em uma coluna de fase reversa (Silica-gel

C18) com agua como eluente.

5.2.2.3 Semissintese da Indicaxantina e Betapirrolidina
Indicaxantina ou Betapirrolidina foram semissintetizadas através do
acoplamento aldiminico entre acido betalamico e L-prolina ou pirrolidina em agua,

uma vez que a amina ndo é sollvel em acetato de etila. Cerca de 50 mL de HBt em
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acetato de etila foi reduzido a 1/3 de seu volume sob pressdo reduzida (20 mmHg, 25
°C), resultando em aproximadamente 17 mL de &cido betalamico. HBt foi extraido
para agua em funil de separacéo e a fase superior (acetato de etila) foi descartada. Ao
acido betalamico em &agua foi adicionado NH4sOH 32% até que a solucéo atingisse pH
11. Entdo L-prolina ou pirrolidina (10 eq.) foi adicionada e a reacao foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por cerca de 30 minutos e acompanhada
espectrofotometricamente até consumo total do acido betalamico. Neste momento, a
reacao foi resfriada em banho de gelo e borbulhamento de N2 e o pH foi ajustado para
5,0 pela adicéo lenta de HCI 37% para garantir a desidratacdo da betalaina formada. A
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por mais 30
minutos. A solucdo de indicaxantina ou Betapirrolidina obtida foi armazenada sob
refrigeracdo (-20 °C) para posterior purificacdo, realizada em coluna de fase reversa

(C18) com agua como eluente.

5.2.2.4 Semissintese da BeetBlue

Em um baldo de fundo redondo contendo &cido betalamico em acetato de etila,
com concentragdo na ordem de grandeza de 10 ou 103, foram adicionados o 2,4-
dimetilpirrol (5 equivalentes) e o é&cido trifluoroacético (10 equivalentes). Em
seguida, o contetdo reacional foi evaporado a pressdo reduzida (70 mmHg, 25 °C),
resultando em um precipitado de cor azul na parede do baldo. Esse produto resultante
da sintese foi ressuspendido em agua, filtrado com filtros de seringa de 0.45 pum e
purificado por cromatografia de filtragdo em gel com Sephadex LH-20 como fase
estacionaria e agua como eluente, fluxo de 4 mL min™. A fragdo roxa, correspondente
a BeetBlue em agua, foi coletada, congelada, liofilizada e armazenada a -20 °C

protegida de luz. A coluna de Sephadex LH-20 foi regenerada através da limpeza com
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aproximadamente 5 volumes de coluna de metanol acidificado com TFA seguida de

10 volumes de coluna de agua, podendo ser reutilizada na sequéncia.

5.2.2.5 Anadlise cromatografica

As amostras purificadas foram analisadas por HPLC Shimadzu Prominence,
equipado com uma coluna de fase reversa Ascentis C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 um,
Supelco) em condigdes de fase reversa, gradiente 5 a 95% B em 40 min (Solvente A:

0,05% de HCO2H em H:O e solvente B: : 0,05% de HCO2H em MeCN)

5.2.3. Sintese de AuNPs

Em um baldo de 10 mL, foi adicionada uma solucdo estoque de betalaina, de
concentragéo conhecida e outra de HAUCI4 (solucdo estoque 10mM), de modo que a
concentragdo das espécies em um volume final de 5 mL fossem de 3,0 x 10° mol L™
(proporcdo Au : Betalaina 1 : 1). A solucdo foi entdo irradiada em reator de micro-
ondas (modelo CEM Discovery Monomode) em sistema aberto e em refluxo por 10
minutos, sob uma poténcia fixa de 100 W. Apés irradiacdo, o baldo foi transferido
para um banho de gelo de modo a cessar a rea¢do. Em seguida, o contetdo reacional
foi centrifugado por 10 min, a 25 °C e 5000 G. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em 1 mL de &gua. A suspensdo coloidal foi entdo

armazenada a 4 °C, protegida de luz.

5.2.4. Sintese de AgNPs

Em um baldo de 10 mL, foi adicionada uma aliquota de solugdo estoque de
betalaina, de concentracdo conhecida, e outra de AgNOs (solucdo estoque 10mM), de
modo que a concentracdo das espécies em um volume final de 5 mL fossem de 5,0 x
10 mol L (proporgdo Ag : Betalaina 1 : 1). A solucio foi entéo irradiada em reator

de micro-ondas (modelo CEM Discovery Monomode) em sistema aberto e em refluxo
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por 10 minutos (30 minutos para BtPAgNPs), sob uma poténcia fixa de 100 W. Apos
irradiacdo, o baldo foi transferido para um banho de gelo de modo a cessar a reacao.
Em seguida, o contetdo reacional foi centrifugado por 10 min, a 25 °C e 10000 G. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de &gua. A

suspensdo coloidal foi entdo armazenada a 4 °C, protegida de luz.

5.2.5. Ensaio ABTS

Em uma cubeta de pléstico de volume 1.5 mL, foram adicionados 875 uL de
uma solugdo tampdo fosfato pH 5.0, 25uL de uma solucdo estoque de (radical do
acido  2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico).  Apds estabilizacdo da
temperatura em 25°C, adicionou-se 100 uL da solugdo estoque de nanoparticula

metalica, e espectros de absor¢do foram medidos de 2 em 2 minutos, por 90 min.

5.2.6. Sintese de CDs

Em uma autoclave de aco com capsula interna de teflon com capacidade de 70
mL, adquirida da empresa Fornos Inti, foram adicionados 10 mL de uma solucéo
aquosa de betalaina ou &cido betalamico com concentracdo de 1 x 102 mol L. A
autoclave foi entdo lacrada e colocada em um banho de 6leo a 160 °C em vidro do
tipo pirex, aquecido por uma chapa de aguecimento. ApOs a estabilizacdo da
temperatura, monitorada por um termémetro no banho, a reacdo foi deixada por 8
horas, ou 0 tempo de reacdo necessario. Apds esse periodo a autoclave foi retirada do
banho e deixada em descanso para resfriamento. Apds resfriamento, o conteudo foi
aberto e centrifugado em tubos falcon para remocdo do material carbonizado quando
ocorrido, e entéo filtrado em filtro de 0,22 um para remoc¢ao de microparticulas. Apds
liofilizacdo para redugdo do volume, a amostra foi ressuspendida em 1 mL de agua e
eluida uma coluna de filtracdo em gel com Sephadex G25 com 15 cm de altura por 1

cm de didmetro, utilizando agua como eluente. As fracdes (cerca de 5 de 2 mL) foram
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coletadas observando-se a coloracdo amarela e/ou emissdo de fluorescéncia apos a
incidéncia de luz visivel com uma caneta laser sobre a coluna, e analisadas por
espectros EEM para se juntar as fracbes. O material resultante da purificacdo foi
novamente liofilizado para remoc¢éo de dgua obtendo-se um p6 que foi armazenado

em freezer a -20 °C e ressuspendido em agua quando necessario.

5.2.7. Funcionalizac&o de Lewatit com Acido Betalamico

200 mg de Lewatit VP OC 1065 foram adicionadas a uma solugéo de HBt em
acetato de etila (1 mL, 2,4 x 107 mol). Apds um minuto de agitacio magnética, as
microesferas foram filtradas em papel de filtro simples e deixadas para secar em
temperatura ambiente e no escuro. O material resultante, chamado de BeetBead, foi

estocado a -20 °C para uso posterior.

5.2.8. Sintese de nanocatalisadores suportados

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 200 mg de
Lewatit VP OC 1065 ou BeetBead e uma solucdo aquosa de AgNOs, HAuUCIls ou
FeSO4 (5 mL, 4,5 x 10 mol L?1). O baldo foi colocado em um reator de micro ondas
monomodal (CEM Discovery) juntamente com um condensador de refluxo e foi
irradiado por 5 min, potencia 100 W, 18 kJ, sob agitacdo magnética. Apos o
resfriamento, as esferas foram lavadas com agua, filtradas em papel comum, e secas

no escuro, em temperatura ambiente.

5.2.9. Reducéo do p-nitrofenol

Reacdo em batelada: 10 mg do catalisador suportado foi adicionado a uma solugédo
aquosa de p-nitrofenol (6,5 x 10° mol L™?) e NaBH4 (0,1 mol L) . A mistura foi
mantida em agitacdo magnética por 1 h a 25 °C. O progresso da reacdo foi

acompanhado por espectroscopia de absor¢do no UV-Vis com espectros a cada 10
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min. A constante normalizada pela area da NP e volume, ki, foi calculada de acordo
com a equacéo:

dc;
_E ES kappct = klsct

Onde é a concentragdo do reagente no tempo t e S a area de superficie da NP por
unidade de volume do sistema, em m2L%. A constante aparente, Kapp, fOi determinada
a partir da inclinacdo da correlacdo linear de In(A/Ag) com o tempo. A &rea de
superficie de 10 mg de resina foi estimada a partir da distribuicdo de tamanhos e
imagens de MEV, assumindo morfologia esférica para as NPs.

Reacdo em fluxo: As reagOes foram executadas utilizando-se um mini reator H-Cube
(ThalesNano). Uma solucio aquosa de NaPNP (6,5 x10°mol L) foi bombeada para
o reator com um fluxo de 0,2 mL min-1, passando por um cartucho contendo 10 mg
do nanocatalisador de Au ou Ag e com H> como gés carregador (10 ou 10 bar, com
tempo de estabilizacdo de 70 s). Depois que a temperatura atingiu o valor
programado, o sistema foi deixado para estabilizar durante 5 min. Durante a corrida,
amostras foram coletadas de 10 em 10 min e quantificadas por espectroscopia de Uv-

Vis utilizando-se o coeficiente de atenuagdo molar de 15500 L cm™ mol™? em 400 nm.

5.2.10. Oxidagéao da Dihidrorodamina 123

5 mg do nanocatalisador de éxido de ferro foi adicionado a uma cubeta de
quartzo com caminho 6tico de 10 mm contendo 2 mL de uma solugdo aquosa de
dihidrorodamina 123 (5,7 x 10 mol L) e H.0, (1,0 x 10 mol L%) a um pH de 2,0
ajustado com HCI 1M, tudo termostatizado a 45 °C.A reacdo foi mantida sob agitacao
magnética e monitorada por espectroscopia de fluorescéncia por 4 h. Comprimento de
onda de excitacdo: 480 nm; faixa de leitura de emissdo: 500 a 700 nm. Fendas de

excitacdo e emisséo: 2,5/5,0 nm; voltagem da fotomultiplicadora 600 V.
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5.2.11. Métodos de caracterizacao

5.2.11.1 Espectroscopia de absor¢do, emissao e excitagéo.

Os espectros de absor¢do foram adquiridos em espectrofotdbmetro Varian Cary
50bio e os espectros de emissdo e excitacdo em espectrofluorimetro Varian Cary
Eclipse, ambos em meio aquoso mantido a 25 °C por meio de banho termostatico
acoplado aos equipamentos. As analises foram realizadas em cubeta de quartzo de
volume final 4 mL e caminho dptico de 10 mm e com as seguintes configuracoes:
absorgio — faixa de 800 — 200 nm; matrizes EEM - (A\F%): de 300 a 500 nm com
intervalos de 10 nm, (AEM): de 300 a 800 nm, fendas de excitacdo e emissdo (s&%,

sEM): 10 nm and 10 nm, tensdo da fotomultiplicadora (PT): 600 V.

5.2.11.2 Rendimento quéantico de fluorescéncia

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢r) foram determinados por
método indireto através de comparacdes com padrGes secundarios. Foi utilizado
sulfato de quinino (¢r = 0,546 em H2S04 0.5 mol L)’ como padrdo secundario para
0s CDs devido a compatibilidade das bandas de absor¢édo e emissdo do padrdo com 0s
CDs.

Foram adquiridos, nas mesmas condigdes experimentais (fendas e tenséo da
fotomultiplicadora), espectros de absorcéo e emissdo em diferentes concentragdes da
amostra e do padrdo, mantendo sempre a densidade 6tica da amostra inferior a 0,1

para evitar efeitos de reabsorcdo.’? O () foi entdo calculado segundo a equagdo 1:"2

A" S (np)?
@bFl :qbrFl__r( r )
A S\ nj (Eq. 1)

na qual r sobrescrito se refere ao padrdo, A a absorbancia no comprimento de onda

selecionado, S a area sob a curva de emissdo e np O espectro de emissdo de cada

composto foi obtido na mesma condicdo experimental: comprimento de onda de
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excitacdo (AFX): 300 a 350 nm de acordo com a amostra, fenda de excitagio e emissdo

(sE%, s¥™M): 10 nm and 20 nm, tensdo da fotomultiplicadora (PT): 600 V.

5.2.11.3 Tempo de vida de fluorescéncia

O tempo de vida de fluorescéncia foi adquirido com equipamento Edimburg
FL980, com sistema Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC) acoplado a
laser EPLED-340 (hex = 335,6 nm, amplitude do pulso 649,8 ps, largura da banda
13,8 mm), de 40 kHZ. As condigdes do equipamento foram Aex = 335,6 nm, Aem = 405
nm, fex = 10 nm, fem = 10 nm, 3.000 counts, 2048 canais, numa janela temporal de
100 ns. A fun¢do da resposta instrumental (IRF) foi coletada com ludox, com Aex = Aem
= 335,6 nm. Os ajustes das curvas de decaimento de fluorescéncia foram realizados

por meio da deconvolucdo do IRF, pelo software Fast (Edimburgh Fotonics).

5.2.11.4 Voltametria ciclica

O experimento de voltametria ciclica foi conduzido empregando-se um
potenciostato/galvanostato AutoLab PGSTAT101 (Metrohm), utilizando o software
NOVA. As medidas foram realizadas um eletrodo impresso obtido do prof. Cecilio
Sadao Fugivara (Unesp-Araraquara), composta por um sistema de trés eletrodos:
eletrodo de trabalho de carbono vitreo, contra-eletrodo de platina e eletrodo de
referéncia Ag|AgCl. A velocidade de varredura foi fixada em 10 mV s-1 e o potencial
foi varrido de -1,5 V a +1,5 V, em janela aberta, seguida de varredura em janela
fechada, entre 0,0 e 1,0 V, com 4 ciclos de varredura. A solugéo aquosa da HBt foi
preparada em KCI 0,1 mol L-1, também utilizado como solugdo controle nos ensaios,

numa concentragéo fixa de 1,0 x 10“ mol L™,
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5.2.11.5 MEV

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram realizadas
utilizando um microscépio com emissdo de campo da marca JEOL, modelo JSM35
7401F disponivel na Central Analitica do instituto de Quimica da USP e também no
microscopio com emissdo de campo da marca Philips, modelo XL-30 FEG,
disponivel no laboratério de caracterizacdo estrutural DEMa/UFSCar. Para a
preparacdo de amostra, foi gotejada uma solucdo das NPs de absorcdo entre 0,5 e 1,0
(2 uL com uma pipeta, repetidas vezes) em uma placa de silicio e deixado secar em

temperatura ambiente

5.2.11.6 MET

As imagens de microscopia eletronica de transmisséo foram obtidas com um
microscopio JEOL JEM 2100 disponivel na Central Analitica do Instituto de Quimica
da USP. As amostras foram preparadas através do gotejamento da solucdo de NP (1
gota de 2uL) em uma grade de cobre recoberta com carbono para microscopia e

deixado secar em temperatura ambiente, protegido de luz

5.2.11.7 FTIR
Os espectro de FTIR foi obtido em um espectrofotdmetro IRPrestige-21 da

Shimadzu em modo ATR, com resolucgdo de 4 cm™ e 32 scans.

5.2.11.8 XPS

A analise quimica da superficie dos materiais foi realizada através da um
espectrébmetro XPS ScientaOmicron ESCA+ com um analisador hemisférico de alta
performance (EAC2000) e radiacdo monocromatica Al Ka (h v = 1486.6 eV) como
fonte de excitacdo. A pressdo de operacdo na camara de vacuo foi de 10° Pa. Os

espectros de alta resolucé@o foram obtidos com uma energia de 20eV com 0,05 eV por
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passo. Um neutralizador de carga (CN10) foi usado para excluir efeitos de carga. A
analise dos espectros foi realizada utilizando-se o software CasaXPS e a calibracao
foi feita com base no pico de carbono (284.8 eV). As amostras foram preparadas
atraves do gotejamento de uma solucdo aquosa dos CDs em uma superficie de silicio

e posterior secagem a vacuo.

5.2.11.9 AAS

A quantidade de ouro e prata dos nanocatalisadores, bem como das suspensdes
de NP submetidas ao ensaio ABTS®* foi quantificada por experimento de
espectroscopia de absorcdo atdmica. Para o nanocatalisador, 30 mg destes foram,
200uL da solugdo de NP foi digerida utilizando-se 1 mL de &gua régia (1,0 mL, 80°C,
20 min) e a solugdo foi diluida 10 x e submetida a analise de AAS, realizadas em um
equipamento Vario 6 atomic absorption spectrometer (Analytik Jena AG, Jena,
Germany) com linha base de deutério e lampada de catodo de 328,1 nm para prata e
242,8 para ouro. Parametros instrumentais: corrente aplicada: 5 mA, band-pass: 0,8

nm, fluxo de ar: 400 L h'! e fluxo de acetileno: 80 L ht
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7. ANEXOS

= i
© o
2 =
. (']
2 2
k-1 &
<< k]
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Compn‘mento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Anexo |. Espectros de absorcdo normalizados e espectroscopia de segunda derivada das Au NPs
em agua. As proporgdes Au®*:Bn estdo indicadas nas legendas. A sinteses foram realizadas com
30 umol L metal em 5 mL de agua, seguida de etapa de centrifugagdo para obtencio do
precipitado contendo as NPs.

50 nm

Anexo Il. Imagens de MET das suspensdes de Au NPs. Proporgdes Au®*: Bn de (A) 3:1; (B) 1:1; e
(C) 1:3. Amostras preparadas com gotejamento da suspensao em uma grade de cobre para
microscopia eletrdnica. Barra de escala: 50 nm.
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Anexo I11. Espectros de absorc¢éo e segunda derivada das AgNPs em 4gua. Cada linha representa
uma proporc¢ao Ag:Bn, indicada na legenda. Ao lado se encontram os espectros obtidos ap6s o
tratamento matematico de segunda derivada.
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200 nm

Anexo 1V. Imagens de de MET das suspensdes de Ag NPs. Proporgdes Au** : Bnde (B) 1: 1 ¢ (B)
1: 3. Amostras preparadas com gotejamento da suspensao em uma grade de cobre para
microscopia eletrénica.
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Anexo V. Cromatograma em 254 nm e espectros de massas de alta resolucao dos picos com tr =
5,5; 6,9 e 7,0 min para Bn + Au®*
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Anexo VI. Cromatograma em 254 nm e espectros de massas de alta resolucéo dos picos com tr =
5,5;7,1; 7,8 e 8,4 min para Bn + Ag*
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Anexo VII. Cromatograma em 254 nm e espectros de massas de alta resolucéo do pico com tr =
6,0 min para BtP + Au®*
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Anexo VIII. Cromatograma em 254 nm e espectros de massas de alta resolugdo do pico com tr =
6,0 min para BtP + Ag*
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Anexo IX. Cromatograma em 254 nm e espectros de massas de alta resolucao dos picos com tr =
5,5; 6,9 e 7,0 min para HBt + Au*
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Anexo X. Cromatograma em 254 nm e espectros de massas de alta resolucao dos picos com tr =
5,5; 6,9 ¢ 7,0 min para HBt + Ag*
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