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RESUMO

Neste trabalho foram obtidas nanoparticulas de ouro empregando biopolimero de quitosana
como agente estabilizador e controlador de tamanho. Duas abordagens sdo apresentadas
envolvendo o sistema nanoparticulas de ouro/quitosana: a primeira, inclui o desenvolvimento
de filmes com atividade antimicrobiana e, a segunda, envolve o desenvolvimento de
catalisador heterogéneo para hidrogenacdo de compostos organicos. Na primeira abordagem,
foram obtidos filmes, por drop-casting, com diferentes aliquotas de uma dispersdo de
nanoparticulas de ouro na presenca de quitosana e 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS).
Como substrato, foram utilizadas laminas de vidro previamente tratadas. Os filmes
mostraram-se compactos, homogéneos, com baixa rugosidade e apresentaram atividade contra
a bactéria Salmonella Typhimurim. Na segunda abordagem, nanoparticulas de ouro
estabilizadas e suportadas em quitosana foram obtidas na forma de pd, a partir da secagem da
dispersdo aquosa. Esse material foi utilizado como nanocatalisador heterogéneo em reacées
de hidrogenacdo de sistemas conjugados C=C-C=0 e nao-conjugados C=C e C=0. O
catalisador mostrou atividade e seletividade para alcoois saturados ou cetonas saturadas
(seletividades > 97%) dependendo do agente redutor utilizado, NaBH4 ou H>. Quando Ha foi
usado, o catalisador mostrou atividade somente para C=C-C=0 conjugados, formando
aldeidos e cetonas saturadas. Para C=C e C=0 isolados e C=C-C=C conjugados, ndo foi

observada atividade, independente do sistema empregado.

Palavras-chave: ouro nanoparticulado, APTMS, atividade antimicrobiana, nanocatalisador

heterogéneo, rea¢des de hidrogenacéo.
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ABSTRACT

In this work, gold nanoparticles were obtained using chitosan biopolymer as stabilizer agent
and size controller. Two approaches are presented involving the gold/chitosan nanoparticle
system: the first includes the development of films with antimicrobial activity and the second
involves the development of a heterogeneous catalyst for the hydrogenation of organic
compounds. In the first approach, films were obtained by drop-casting with different aliquots
of gold nanoparticles dispersion in the presence of chitosan and 3-
aminopropyltrimethoxysilane (APTMS). As substrate, were used glass slides previously
treated. The films showed to be compact, homogeneous, with low roughness and showed
activity against the bacterium Salmonella Typhimurim. In the second approach, stabilized and
supported chitosan gold nanoparticles were obtained in powder form from the drying of the
aqueous dispersion. This material was used as heterogeneous nanocatalyst in hydrogenation
reactions of C=C and C=0 conjugated and nonconjugated systems. The catalyst showed
activity and selectivity for saturated alcohols or saturated ketones (selectivities > 97%)
depending on the reducing agent used, NaBH4 or H2. When H; was used, the catalyst showed
activity only for C=C-C=0 conjugates, forming aldehydes and saturated ketones. For C=C

and C=0 isolates and C=C—C=C conjugates, no activity was observed.

Keywords: nanoparticulate gold, APTMS, antimicrobial activity, heterogeneous nanocatalyst,

hydrogenation reactions.
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1. INTRODUCAO

Nanoparticulas de ouro, tem despertado grande interesse da comunidade cientifica,
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, que estdo diretamente relacionadas com a sua
forma e tamanho.! Adicionalmente, apresentam propriedades como biocompatibilidade,
absor¢des em comprimentos de onda na regido do visivel, estabilidade quimica, propriedades
antimicrobianas e propriedades cataliticas?, que possibilitam sua aplicacio como dispositivos
oOpticos®#, catalisadores®® e em sistemas bioldgicos’8. Um dos métodos de sintese envolve a
adicdo de agentes estabilizadores que tem como fungéo evitar o processo de agregagdo das
nanoparticulas. Dentre esses agentes estabilizadores destacam-se, polimeros, dendrimeros,
silsesquioxanos e surfactantes.®

A quitosana é um biopolimero obtido a partir da desacetilacdo da quitina, encontrada
em exoesqueleto de crustaceos e insetos e nas paredes celulares de alguns fungos.l® Esse
biopolimero apresenta biocompatibilidade, biodegradabilidade, possibilidade de formacéo de
filmes e complexacdo de metais.'>!* Adicionalmente, apresenta grupos amino livres, que apds
solubilizacdo em meio acido, torna possivel a complexacéo e estabilizacdo de nanoparticulas
de ouro.? Devido a possibilidade de formar filmes, a quitosana vem sendo empregada como
revestimento de eletrodos para o desenvolvimento de sensores (na presenca de nanoparticulas
de ouro)® e em embalagens alimenticias®®. O método drop-casting, ¢ um dos métodos
empregados para deposicdo de filmes e é ideal quando se deseja preparar filmes com
quantidades conhecidas de um material. Assim, uma aliquota liquida € adicionada na
superficie de um substrato e, apds a evaporacdo do solvente, ha formagdo do filme.!® Para
aplicacdo em embalagens alimenticias, é interessante que os filmes apresentem atividade
antimicrobiana, a fim de preservar e prolongar a validade dos alimentos.!” Neste sentido,
filmes que apresentem atividade contra a bactéria Salmonella enterica, sdo interessantes,
visto que esta bactéria é responsavel por surtos de salmoneloses e infeccdes alimentares.'®
Entdo, a quitosana juntamente das nanoparticulas de ouro, na forma de um material hibrido
nanoestruturado, se tornam interessantes, ja que estes possuem atividade antimicrobiana.

Nanoparticulas de ouro como catalisadores heterogéneos tem merecido destaque
devido a sua atividade em comparagdo com a forma bulk.>!®?° Uma aplicacio dos
nanocatalisadores de ouro é na hidrogenacdo de compostos organicos. A hidrogenacdo de
compostos carbonilicos a,pB-insaturados, utilizando catalisadores de nanoparticulas de ouro
tem mostrado habilidade em hidrogenar cataliticamente C=0, produzindo alcoois insaturados

através dos modos de adsor¢do via n'o (end-on) e n’co @ ou di-6).22?? A hidrogenacéo
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catalitica de C=C, resultando em compostos carbonilicos saturados, com boas conversdes e
seletividades é pouco reportada, pois neste caso, os modos de adsor¢do ocorrem via n%cc ou
pelo sistema C=C—C=0 via 1n® (n’cctnlo) ou n* (mPcctn’co: di-m ou n*ccco)®. Assim, a
utilizacdo de nanocatalisadores heterogéneos que possuam métodos simples de preparacéo,
baixos custos e que resultem em bons resultados se mostram promissores para serem

aplicados na quimica fina e como intermediarios em processos industriais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOCIENCIA E NANOTECNOLOGIA

O prefixo nano, deriva do grego ¢ significa ‘ando’ ou muito pequeno e representa o
fator 10° de alguma medida no sistema métrico. Assim, para ser classificado como um
material em nanoescala o tamanho apresentado precisa ser de 1-100 nanémetros (nm).*%24 A
nanociéncia pode ser definida como a ciéncia que manipula a matéria ao nivel molecular,
nanométrico; a nanotecnologia potencializa as propriedades da matéria a fim de criar novas
aplicaces, utilizando para isso uma ampla gama de métodos e ferramentas.?42>26

Esses conceitos foram primeiramente apresentados pelo fisico Richard Feynman no
trabalho intitulado “There’s Plenty of Room at the Bottom”, no encontro da Sociedade
Americana de Fisica, em 1959.2" Nesta apresentacdo, Feynman afirmou que, se pudéssemos
ter algum controle sobre a manipulacdo das coisas, na escala de atomos e moléculas, seria
possivel criar diversas novas propriedades.?* Apenas anos mais tarde foi possivel aplicar o
que Feynman havia comunicado, j& que na época, as ferramentas ideais para construir e
depois analisar com maior grau de precisdo esses novos materiais hanométricos ainda néao
existiam.?8

Hoje em dia, as técnicas de microscopia com possibilidade de diferenciar detalhes
nanomeétricos e até atdbmicos sdo fundamentais para trabalhar em nanossistemas. Entre as
técnicas, a Microscopia por Varredura de Sonda (Tunelamento e Forca Atémica) tém-se
mostrado de grande utilidade, a fim de se determinar o perfil da superficie da amostra, como
também detalhes relativos ao comportamento elétrico, magnético e quimico; também, a
Microscopia Eletronica de alta resolucéo, possibilita ver os materiais no nivel atdmico.?

Esses exemplos citados mostram como a nanotecnologia tem se mostrado importante
no mundo cientifico para solucionar problemas tecnolégicos. No dia-a-dia, diversos produtos
ja fazem parte de sistemas nanométricos: na geracao de energia solar, medicina, catalise, meio

ambiente, entre outros.?%2°

2.2 NANOPARTICULAS METALICAS

Embora se tenha bastante conhecimento a respeito de nanoparticulas e seus usos nos

dias atuais, sabe-se que estas ja eram utilizadas ha algum tempo. Um exemplo bem importante
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desta historia estd na utilizacdo de nanoparticulas de ouro e prata no Célice de Lycurgus, da
Roma Antiga (Figura 1) que data dos anos 290-325 d.C.. A coloragéo do vidro, verde, ao ser
iluminada por dentro, adquire coloracdo avermelhada e esta relacionada as nanoparticulas de
ouro e prata inseridas no vidro.*®

Figura 1. Célice de Lycurgus. Iluminado por fora & esquerda, iluminado por dentro a
direita.®

Nanoparticulas metalicas tém gerado grande interesse em razdo das propriedades
fisicas, quimicas e/ou bioldgicas Unicas em comparacdo com as particulas em forma bulk,
macroestruturadas.®?® Devido ao seu tamanho, a raz&o entre a area de superficie e o volume
das nanoparticulas aumenta (Figura 2), fazendo com que elas se tornem mais reativas e
também com comportamentos diferenciados, que ddo origem a muitas aplicacfes potenciais
em areas como optica, eletrénica, catalise, liberacdo de farmacos, cosméticos, biossensores,

entre outras.3031

il

-—

27 em 1T mm 5nm
0,44 m2 120 m? 23 km?

Figura 2. Aumento da area superficial com a diminuicdo das dimensdes.*
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2.3 NANOPARTICULAS DE OURO

Ouro metalico, quando em forma de bulk, apresenta alta condutividade, maleabilidade,
resisténcia a corrosdo e oxidacdo, mantendo sempre sua coloracdo caracteristica,
amarela.>®3! Porém, quando em forma de nanoparticulas, apresentam caracteristicas como
estabilidade quimica, inércia sob condigdes fisioldgicas, propriedades cataliticas e absorcéo
de luz em comprimentos de onda na regido do visivel, o que possibilita seu uso em diversos
campos de aplicagdes tecnoldgicas.’?

Nanoparticulas de ouro podem exibir diferentes coloracBes daquela encontrada na
forma macroscopica, que variam com seu tamanho e morfologia.l® A coloragdo das
nanoparticulas de ouro esféricas, com tamanhos menores do que 10 nm, geralmente é
vermelho-rubi; esta cor se deve a absorcdo de luz em comprimentos de onda de proximos de

520 nm, correspondente a luz verde (Figura 3).3432

Sy

© roroCompon

Absorbancia (u.a.)

400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absorcdo na regido do visivel para uma dispersao de nanoparticulas
esféricas de ouro, com comprimento de onda 520 nm. Adaptado da referéncia 32.

Essa coloracdo esta relacionada ao fenbmeno fisico de ressonancia de plasmon de
superficie, que é resultante das oscilacdes coletivas de cargas dos elétrons nas nanoparticulas
metalicas, quando excitados pela luz. Quando as nanoparticulas sdo submetidas ao campo
elétrico, ha formacgdo de um dipolo que induz forgas restauradoras na nanoparticula, o que
leva & oscilagGes (Figura 4). O pico de absorcdo de radiagdo eletromagnética ocorre quando a
frequéncia do campo magnético se torna ressonante com o movimento desses elétrons.?®
Devido a esse fato, ocorre variagdo na coloracéo de acordo com o tamanho das nanoparticulas
e a composicdo do meio em que elas estdo dispersas. A aproximacdo ou agregacao dessas
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particulas resulta em desvios para maiores comprimentos de onda e mudanca na coloragéo.>®
O pico de absorcdo resultante da ressonancia pode ser observada e medida através de

espectrofotdmetro na regido do ultravioleta-visivel .3

7
Campo Eletrico /
/
/ X

i e

\ alfw=
. Campo _
s Magnético

Nuvem Eletronica

Figura 4. Representacao da oscilacdo da nuvem eletrdnica com campo eletromagnético.
Adaptado da referéncia 6.

As nanoparticulas obtidas podem ser tanto isotrdpicas, com formato de esferas, quanto
anisotropicas, com formatos de estrela, tridngulo e outros. As nanoparticulas metalicas em
formato esférico possuem apenas uma banda de absorcdo, ja as particulas anisotrépicas

apresentam mais de uma absor¢do no espectro do visivel, devido as diferentes oscilacdes,

longitudinais e transversais (Figura 5).
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Figura 5. Espectro de absor¢do no UV-Vis de nanoparticulas de ouro com diferentes formas.
Adaptado da referéncia 8.

Devido a propriedade das nanoparticulas de ouro de interagir com a luz, estas podem
ser aplicadas em &reas como: Optica®®, catalise®® e bioldgicas™®. Ainda, na industria
alimenticia, as nanoparticulas de ouro sdo utilizadas como nanossensores para adulterantes em
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alimentos** e também para a deteccdo de diferentes agentes patogénicos como Escherichia

coli** e Salmonella®.
2.3.1 Sintese das nanoparticulas

Para obter nanoparticulas utilizam-se, de forma geral, dois métodos de sintese: bottom-
up (baixo-para-cima), em que a sintese ocorre a partir de atomos ou moléculas individuais e o
método top-down (cima-para-baixo), que envolve quebra de um material na forma bulk até
que se atinja o tamanho desejado (Figura 6).243¢

O método bottom-up, é 0 que ocorre por processos quimicos, a partir da producéo de
nanoestruturas, que podem ser planejadas de forma a ter caracteristicas especiais. Como
vantagem, obtém-se nanoestruturas com menos defeitos e composicdo quimica mais
homogénea. A utilizacdo de um agente de revestimento é necessaria para evitar a agregacao e
precipitacdo das nanoparticulas em dispersdo.?*%’

No método top-down as estruturas em escala nanométrica sdo criadas
progressivamente por processos fisicos a partir de materiais em escala macroscopica. Pode ser
feita por moagem em moinho de bolas, incidéncia de laser e tem como vantagem, poder

sintetizar nanoparticulas em curto espaco de tempo.®’

' oy

Bulk Po Nanoparticulas Clusters Atomos

1 Top-down T ‘ Bottom-up

Figura 6. Métodos para sintese de nanoparticulas: Top-down e Bottom-up. Adaptado da
referéncia 24.

2.3.2 Sintese quimica (bottom up)

No processo de formacédo das nanoparticulas, ha a influéncia de dois fatores: controle

termodinamico e cinético. De acordo com a termodindmica, 0 processo de sintese consiste na
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nucleacdo e crescimento, enquanto na abordagem cinética, a formacdo de nanoparticulas
ocorre através da quantidade de precursores disponiveis para o crescimento.®

A nucleacdo € uma etapa essencial na formacdo das nanoparticulas, pois é a partir
desta que ocorre 0 processo de cristalizacdo e crescimento das particulas nucleadas. Como
pode ser visto na Figura 7, no processo de formacdo de nanoparticulas de ouro com NaBHg,
primeiramente, os fons AuCls sdo reduzidos a ouro atdmico (Au®), levando ao grau de
supersaturacdo, onde a concentracdo do soluto na reacdo € superior a concentracdo de
saturacdo. Devido as colisdes dos atomos, ocorrem as formacdes dos ndcleos, dando inicio a
etapa de nucleacdo. Assim, as espécies reduzidas comecam a se agregar, formando clusters e
iniciando o processo de crescimento. As etapas de reducdo e nucleagdo ocorrem rapidamente,

enquanto que a etapa determinante é a de crescimento.3%4°

1. Redugio e nucleagio 2. Coalescéncia dos clusters

e ¢ A s B O
0° > e® \\\\\\\\t&;\_ — 1 | —» O O

precursor cluster nanoparticulas

Figura 7. Processo de formacao de nanoparticulas de ouro por reducdo com NaBHa.
Adaptado da referéncia 39.

Ainda que exista controle dos processos de nucleacédo e crescimento, deve-se observar
também a estabilizacdo das particulas, uma vez que quando dissolvidas livremente em
solucdo, a aglomeracéo e o crescimento de nanoparticulas metalicas sdo termodinamicamente
favorecidas. Essa aglomeracdo tem o objetivo de diminuir a energia total do sistema, porém,
conduz & perda das propriedades das nanoparticulas (Figura 8).4

Para que ocorra estabilizacdo das nanoparticulas é preciso uma camada protetora na
sua superficie, podendo esta ser feita por dois meios*!: através da estabilizagio eletrostastica,
utilizando-se compostos idnicos, que formam uma dupla camada na superficie da
nanoparticula (Figura 8a) e/ou através da estabilizacdo estérea, onde ha adsorcdo de
macromoléculas, como polimeros ou surfactantes, que, através do impedimento estéreo,

evitam a aproximagc&o e agregacéo das nanoparticulas (Figura 8b).%
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Figura 8. Nanoparticulas na auséncia e na presenca de agentes estabilizantes.*
(a) Estabilizacdo eletrostatica; (b) Estabilizacio estérea.*?

2.3.2.1 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMYS)

O organosilano 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS), possui em sua estrutura um
grupo organico reativo (NHz) e um grupo inorganico (silicato de alquila), Figura 9.4 Os
grupos metoxi (-OCHs) da estrutura podem ser facilmente hidrolisados formando grupos
silandis (-SiOH). Estes grupos podem formar ligacGes covalentes com matrizes que também
contém grupos silandis na superficie, como silica. Devido a esta propriedade este
organosilano é considerado um bom agente de adesdo® e modificador de superficie®.
Adicionalmente, em meio aquoso, este composto tem facilidade de se reticular formando uma
estrutura polimérica*. Também foi relatado o seu uso como estabilizador de nanoparticulas
metalicas. Em meio aquoso &cido*®*’#8 a estabilizacio pode ocorrer através de um
mecanismo eletrostatico (devido aos grupos NH2 protonados) e também por um mecanismo
estéreo (devido a sua estrutura polimérica). Além disso, como relatado em estudos anteriores,
materiais contendo grupos amino protonados podem exibir atividade antimicrobiana.*® Assim,
o0 APTMS torna-se um composto interessante pois ajuda na estabilizacdo de nanoparticulas de
ouro, ajuda na formacdo de filmes e também apresenta propriedades antibacterianas.

OCH; \H
HsCO- s|—/\/ 2

OCH3

Figura 9. Estrutura do 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS).
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2.4 QUITOSANA

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, atras da celulose. E
o0 principal componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos e também estd presente nas
paredes celulares de alguns fungos.!® A quitina e a celulose possuem semelhanca funcional,
apresentando baixa solubilidade e baixa reatividade quimica, e semelhanca estrutural, como
mostra a Figura 10. Devido a essas propriedades, a quitina em sua forma natural ndo é a mais

utilizada.b*°

CHZOH CH,OH CHZOH
(o) () (o)
HOWO HOWO Howo
OH NHCOCH, NH,
n n n
Celulose Quitina Quitosana

Figura 10. Estrutura quimica da celulose, quitina e quitosana.*

A partir da desacetilacdo da quitina, obtém-se a quitosana, um polimero que possui
grupos amino livres (conversdao maior que 50%). Conforme o grau médio de desacetilacéo,
podem-se obter quitosanas com diferentes propriedades fisico-quimicas, como solubilidade,
pKa e viscosidade.! O processo de desacetilagdo raramente é completo, pois com o aumento
do grau de desacetilacdo, aumenta a possibilidade de degradacdo do polimero, portanto, a
maioria dos produtos comerciais sdo copolimeros de unidades repetidas de quitosana e
quitina.tt5?

A quitosana, além de ser um material de baixo custo, apresenta interessantes
propriedades como: biocompatibilidade; biodegradabilidade; néo-toxicidade; formacdo de
filmes, fibras, géis e complexacdo de metais.’%!! Em razdo de suas propriedades, ela vem
sendo utilizada na industria alimenticia’®®?, biofarmacéutica®®>*, de cosméticos®>*® e

tratamento de agua®’°8,

2.4.1 Complexos metalicos

Estabilizar nanoparticulas metalicas com ligantes organicos faz com que estas se

tornem estaveis. Assim, 0 uso da quitosana se torna bastante interessante para a formacéo de
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complexos metalicos, pois pode atuar tanto como agente redutor e como agente estabilizante
de nanoparticulas metalicas.>*

A ligacdo do metal ao grupo amino da quitosana pode ocorrer por quelacdo ou por
atracdo eletrostatica. A partir da solubilizacdo desse biopolimero em meio acido, ocorre
protonacdo dos grupos amino (—NH2), que possibilita a estabilizagdo eletrostatica das
nanoparticulas (Figura 11).> Acido acético e 4cido férmico sdo os mais usados para
solubilizacdo em meio acido (pH<6,5) para que ocorra hidratacdo com mais facilidade. Para
valores de pH acima de 6,5, as aminas desprotonam-se, tornando o polimero insolivel em
meio aquoso.® Através de modificacdes quimicas na estrutura da quitosana, como
carboximetilacdo, quaternizacdo e alquilacdo, é possivel melhorar sua solubilidade para uso

em pH neutro.>®°

Figura 11. Dispersao de nanoparticulas de ouro estabilizadas por quitosana.

2.4.2 Filmes obtidos pela técnica drop-casting

Devido a propriedade de formar filmes, a quitosana tem sido empregada em
superficies ativas, na forma de membranas suportadas, para interagdo com agrotoxicos®:®2 e
em embalagens alimenticias'®. Na presenca de nanoparticulas de ouro, filmes de quitosana
tém sido empregados em sensores eletroquimicos®34,

Alguns métodos de deposicao estdo mostrados na Figura 12. Filmes podem ser obtidos
a partir de métodos como, chemical bath, spin-coating, dip-coating e drop-casting.®
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Figura 12. Métodos de deposico de filmes.5

O método drop-casting é ideal quando o substrato utilizado apresenta tamanho
reduzido. Este método envolve adicionar uma quantidade conhecida de um liquido contendo o
material desejado na superficie de um substrato e posterior evaporacdo do solvente, como
pode ser visto na Figura 13.® Como vantagem, essa metodologia n4o requer equipamentos ou
procedimentos sofisticados.®*® Uma desvantagem € que mesmo sobre condigbes ideais,
diferencas na taxa de evaporagdo sobre o substrato ou flutuagdes nas concentragcdes podem
levar & variacdes na espessura do filme®, devido a um gradiente de tensdo superficial, que
arrasta as particulas ao longo da linha de contato, onde o solvente evapora. Esse fendbmeno é

conhecido como “mancha de café”.56:67

Evaporagao

Filme

o L LS G e

Substrato Substrato Substrato

Figura 13. Método de drop-casting.%®
2.4.3 Atividade antimicrobiana

Na inddstria alimenticia, o uso de embalagens é fundamental para prolongar a validade
dos alimentos e preserva-los frescos'’, assim uma importante propriedade ao utilizar filmes
para embalagens alimenticias é a atividade antimicrobiana. Estes filmes geralmente s&o
investigados contra uma ampla gama de microorganismos, como bactérias e fungos.>75?

A eficacia de filmes de quitosana®>® e filmes de nanoparticulas de ouro®®, contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas tem sido reportada, assim como a eficacia de
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materiais contendo estes dois componentes juntos’®™t. Embora o exato mecanismo de agio
antibacteriana da quitosana ainda ndo seja completamente compreendido, no geral, é devido
as propriedades fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da membrana celular da
bactéria. O modelo mais aceitavel é o de interacdo eletrostatica das cargas positivas, grupos
amino protonados, das moléculas de quitosana com as cargas negativas da membrana celular.
Essa interacdo leva ao vazamento de constituintes protéicos e outros compostos intracelulares
(Figura 14). Assim, sup8e-se que quanto maior for o nimero de aminas catiénicas, maior sera

a atividade antimicrobiana.®>'273

. ‘ ek Atracéo eletrostatica da quitosana
Quitosana T com a parede celular
1 1
- Parede celular
L= / Membrana

\;,| /citoplasmética

Mudanca na permeabilidade
celular
Dano no DNA
. Colapso da
.......... membrana externa
KR 0 -

\
\

Passando pela parede
celular

Figura 14. Representacdo da acdo antimicrobiana da quitosana. Adaptado da referéncia 73.

Para nanoparticulas de ouro, o mecanismo ocorre de forma semelhante a quitosana.
Primeiramente as nanoparticulas se ligam a superficie da célula, causando alteracdes
estruturais e danos. Sdo geradas perturbacbes das fungdes vitais das células, como a
permeabilidade, levando a depressdes e lacunas, que inibem a atividade das enzimas da cadeia
respiratoria e levam a morte celular.”7>7

As bactérias do género Salmonella, sdo propagadas geralmente em alimentos crus/mal
cozidos ou manipulacdo incorreta. Sdo bastonetes gram-negativos, ndo formadores de esporos
e se dividem em 2 espécies: S. enterica e S. bongori.”” A S. enterica agrupa aquelas bactérias
responsaveis por diversas infecgdes (salmonelose) em humanos e em animais de sangue
quente.'® Embora existam mais de 2000 sorovares da S. enterica, os sorovares Enteritidis e
Typhimurium sdo os maiores causadores de infeccdes alimentares.”” Neste trabalho a bactéria
Salmonella enterica sorovar Typhimurium foi a escolhida para ser estudada em filmes de

quitosana contendo nanoparticulas de ouro.
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2.5 CATALISE

Por muitos anos, complexos a base de ouro ndo eram utilizados para catalise, pois pela
inércia do ouro no bulk, este ndo adsorvia moléculas como hidrogénio e oxigénio em sua
superficie e dessa forma ndo se mostravam promissores. Atualmente, ja se sabe que ouro,
como material nanoparticulado e diametro menor que 10 nm, possui propriedades ideais para
ser aplicado como catalisador em reagdes cataliticas.>%?°

Nanoparticulas metalicas estabilizadas por quitosana tem sido aplicadas como
catalisadores heterogéneos em algumas reagdes como hidrogenacdo’™ e redugdo de p-
nitrofenol”®. Enquanto nanoparticulas de ouro suportadas vém sendo usadas como
catalisadores na oxidagdo de CO® e alcool®, e hidrogenagdo de nitrocompostos®?, dienos
conjugados e alcenos®?,

A catélise pode ser chamada enzimatica, homogénea ou heterogénea, dependendo do
estado fisico das substancias envolvidas e a natureza do catalisador. O papel do catalisador é
interagir com o0s reagentes, produtos ou intermediarios, diminuindo a energia de ativacéo e
promovendo mecanismos de reacdo alternativos com o objetivo de aumentar a velocidade da
reagdo para obter determinados produtos (Figura 15).8* Quando os componentes estdo na
mesma fase, a catélise é dita homogénea, quando os componentes estdo em fases diferentes a
catalise é heterogénea; ao utilizar macromoléculas biologicas como enzimas, esta € dita
enzimatica.8%%® As nanoparticulas metéalicas apresentam caracteristicas de catalise

homogénea, no nivel macroscopico, e heterogénea, ao nivel nanoscopico.®
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Figura 15. Diagrama de energia potencial para uma reacio catalitica heterogénea.?
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2.5.1 Hidrogenacéo seletiva de compostos organicos insaturados

Entre as diversas reacOGes cataliticas para compostos organicos, a hidrogenacéo
catalitica vem sendo aplicada em diversos campos. E uma reacdo importante na quimica fina,
na inddstria de polimeros, alimenticios e agroquimicos.8’88% A reacdo foi descoberta no
inicio do século XIX, pelo quimico francés Paul Sabatier, e seus estudos envolvem
hidrogenacdo e adsorcdo de gases em superficies metalicas. Nesta se utiliza: o substrato, o
redutor (composto contendo hidrogénio) e o catalisador. As reacfes de hidrogenacdo séo
reagOes catalisadas heterogeneamente por metais e 0 mecanismo envolve quimiossor¢ao dos
reagentes na superficie do catalisador. A quimiossor¢do é um tipo de adsorcdo onde as
espécies adsorvidas formam ligacdes covalentes com o metal 8587:88

A hidrogenacdo seletiva de cetonas e aldeidos, que contenham ligacGes de grupos
conjugados C=C e C=0 s&o rea¢Bes importantes industrialmente.®>°* A hidrogenacéo seletiva
de 2-ciclohexenona se mostra como uma etapa importante na obtencdo de 2-ciclohexanona,
utilizada para a fabricag&o do nylon-6 e resinas de poliamida.®>%

Catalisadores de nanoparticulas de ouro tém mostrado habilidade em hidrogenar
cataliticamente C=0 de compostos carbonilicos a,B-insaturados, produzindo alcools alilicos
de alto valor agregado em compostos como acroleina®, crotonaldeido®?, benzalacetona® e
cinamaldeido?®. Particularmente nestas reacdes, os alcoois insaturados s&o obtidos por adicao-
1,2 do hidrogénio no C=0 através dos modos de adsorgdo via n'o (end-on) e n?co (t ou di-o)
(Figura 16: A, B, e C).%®

Ja a hidrogenacdo quimiosseletiva resultando em compostos carbonilicos saturados
envolvendo catalisadores de ouro é pouco reportada e geralmente € obtida através de adicéo-
3,4 ou adicio-1,4.%0%5% Nesses casos, 0 composto adsorve na superficie metalica através de
ligagBes dupla etilénicas via modos de adsor¢do n’cc (n ou di-c) (Figura 16: D e E) ou pelo
sistema C=C—C=0 via n® (n?cctn’o) ou n* (%cc+n’co: di-m ou n*ceco) (Figura 16: F, G, e H).
No segundo caso, o fator cinético leva a hidrogenacdo da ligacdo C=C (adicdo-3,4) mais
facilmente e rapidamente do que por C=0 (adi¢do-1,2). Ainda, a adi¢do-1,4 do hidrogénio
também melhora a seletividade para os produtos carbonilicos saturados, uma vez que um
composto endlico ¢ formado e isomerizado a mesma espécie do que aquela formada por
adicdo-3,4.2
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Figura 16. Modos de adsorcdo do composto 2-ciclohexenona na superficie de nanoparticulas
metalicas.?®
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3. OBJETIVOS

Desenvolver materiais hibridos nanoestruturados, contendo nanoparticulas de ouro e
quitosana, que sejam biocompativeis e que possam ser aplicados na obtencao de filmes com
atividade antimicrobiana e como catalisador heterogéneo em reacGes de hidrogenacao

catalitica de compostos organicos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas de ouro em meio aquoso, empregando como agente
estabilizante o biopolimero quitosana;

e Formar filmes, pela técnica de drop-casting, ap6s adicdo do organosilano
3-aminopropiltrimetoxisilano e determinar sua atividade antibacteriana contra a
bactéria gram-negativa Salmonella Typhimurium;

e Desenvolver nanocatalisador de ouro suportado em quitosana e aplica-lo em reacGes
de hidrogenacdo catalitica de compostos organicos contendo grupos C=C e C=0
conjugados e isolados.

e Investigar os modos de adsor¢do destes compostos na superficie de nanoparticulas de

ouro suportadas por quitosana.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS

Neste trabalho foram usados o0s seguintes reagentes: quitosana de baixo peso
molecular (Sigma-Aldrich, grau de desacetilacdo de 75-85%), acido acético (Merck),
borohidreto de sodio (Vetec), gas hidrogénio (White Martins), HAuCls (obtido através da
dissolugdo de ouro em solucdo de &gua régia), acido cloridrico (Merck), Acido férmico
(Neon), 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS, 97%, Sigma-Aldrich), laminas de vidro para
microscopia (Precision Glass Line, 26x76 mm), caldo infusdo BHI (Himedia, Indiax), agar
Xilose Lisina Desoxicolado (XLD; Oxoid, United Kingdom).

4.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Nanoparticulas de ouro foram obtidas utilizando como precursor metalico HAuCls e
como agente redutor NaBHas, de acordo com a Equagdo 1. Como agente estabilizante, foi

utilizada quitosana, dissolvida em &cido organico.

HAUCI4 (aq) + NaBH4 (aq) — Au (s) +2 H2(g) + NaBCl4 (aq) Equacéo 1

Para os filmes, a dispersdo de nanoparticulas de ouro foi preparada dissolvendo
quitosana (75 mg) em acido formico 10% (v/v), sob agitacdo mecanica por 1 hora. Para uso
como catalisador heterogéneo, a dispersdo de nanoparticulas de ouro foi preparada
dissolvendo quitosana (150 mg) em é&cido acético 50% (v/v) sob agitacdo mecénica, a 50 °C
por 4 h e temperatura ambiente até 24 h.

Em ambos os casos, ap6s dissolucdo da quitosana, foram adicionados 1 mL de
HAUCIs 5x10° mol.L™? e 10 mL de NaBH4 0,02 mol.L?, recentemente preparado. Neste
trabalho, as dispersbes de nanoparticulas de ouro estabilizadas por quitosana foram
denominadas de Ch/AuNP.
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4.3 FILMES CONTENDO NANOPARTICULAS DE OURO

4.3.1 Tratamento das laminas de vidro: limpeza e ativacdo dos grupos silanois

Para os filmes, utilizou-se como substrato, laminas de vidro para microscopia, as quais
foram cortadas (1,3 cm?), limpas com NaOH 1 mol.L, em ultrassom (Unique, modelo USC-
800A), por 2 h a 50 °C. Apos, foram lavadas com agua destilada e deixadas em ultrassom, na
presenca de HCI 1 mol.L%, por 1 h. Na sequéncia, as laminas foram lavadas com agua
destilada, secas em estufa e acondicionadas em placas de Petri para posterior preparo dos

filmes.

4.3.2 Preparo dos filmes por drop-casting

Filmes finos foram obtidos empregando a técnica de deposicéo drop-casting, de forma
que, na dispersdo de Ch/AuNP foi adicionado 1 mL de APTMS (5,9 mmol). Este sistema foi
aqui denominado de Ch/AuNP/APTMS. As deposicOes foram feitas adicionando-se 10, 25, 50
e 100 puL de Ch/AuNP/APTMS diretamente na lamina tratada. As aliquotas depositadas
correspondem a 1,6x10°%; 3,9x10°%; 7,8x10% e 1,6x10° mmol de Au, respectivamente. Apos,
as laminas ficaram em estufa a 30 °C por 24 h e 70 °C por 1 h. Filmes obtidos com este
procedimento foram denominados como Ch/AuNP/AP. Também foram preparados filmes

“brancos”, contendo tudo menos as nanoparticulas de ouro.
4.4 CARACTERIZACAO DOS FILMES
4.4.1 Espectroscopia na regido do UV-Vis das dispersoes
A presenca de nanoparticulas de ouro nas dispersées Ch/AuNP e Ch/AuNP/APTMS
foi primeiramente confirmada por espectroscopia eletrénica no ultravioleta-visivel (UV-Vis),

utilizando um espectrofotdmetro UV-160 1PC Shimadzu. Agua destilada foi usada como

referéncia e a analise foi realizada entre comprimentos de onda de 400 a 700 nm.
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4.4.2 Espectroscopia na regido do UV-Vis dos filmes

Para os filmes, Ch/AuNP/AP, foram primeiramente obtidos espectros de transmitancia
e refletdncia total. Utilizou-se um espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 5000 com janela
espectral de 400 a 700 nm. Para calcular a porcentagem de luz absorvida pelos filmes com e

sem nanoparticulas de ouro, utilizou-se a seguinte express&o:

% % Abs =100 — %T — %R Equacéo 2

J& a absorbancia calculada como mostra a Equacdo 3 é resultante apenas das nanoparticulas
de ouro (%AAbsAuNP):

% AAbsaunp = %AbSamostra — %ADbSbranco Equagéo 3

4.4.3 Perfilometria

A rugosidade e espessura dos filmes Ch/AuNP/AP foi analisada por perfilometria
Optica utilizando como substrato, ldminas de silicio. As analises foram realizadas em um
perfildmetro Gptico Ambios Technology, modelo XP2, do Grupo de Laser & Optica, no
Instituto de Fisica da UFRGS.

4.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG)

As micrografias do filme Ch/AuNP/AP com 100 pL foram obtidas a partir de um
microscopio eletronico de varredura Zeiss, modelo Auriga, do Centro de Microscopia e
Microanalise da UFRGS. As laminas, contendo os filmes, foram previamente fixadas com fita
de carbono em stubs de aluminio. As imagens foram obtidas com tensdo de aceleracdo de 0,7

kV, utilizando detector de elétrons secundarios.

45 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FILMES

Para medir a atividade antimicrobiana dos filmes utilizou-se a bactéria Salmonella
Typhimurium. Para esse ensaio, primeiramente foi feito o preparo do indculo, em que a cepa

foi cultivada em solucdo de caldo BHI (Brain Heart Infusion) a 37 °C por 24 h. Apds, a
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suspensdo bacteriana foi ajustada para 10® unidades formadoras de col6nias (UFC.mL™),
diluindo-se a solucdo inicial em caldo BHI até absorbéncia ser igual a 0,5 para comprimento
de onda de 630 nm em um espectrofotémetro Ultrospec 3100 Pro (Amersham Biosciences,
United Kingdom). Essa suspenséo foi entdo diluida até 106 UFC e ap6s, 100 pL desta solucio
foi aplicada aos filmes Ch/AuNP/AP. Foi feita a incubacdo por 24 h a 37 °C. Apds, cada
lamina foi imersa em um tubo Falcon (15 mL) contendo 10 mL de agua peptonada e colocada
em ultrassom por 10 minutos. Ao final do tempo de sonificacdo, 100 uL desta solucao foi
transferida para eppendorf. Na sequéncia, foi feita uma diluicdo em série (107, 1072, 103,
10%), sequida pela agitacdo vigorosa e transferéncia de 20 pL de cada dilui¢do, em duplicatas,
para as placas de Petri contendo 0 meio para crescimento XLD. Esses ensaios foram feitos
em duplicatas. A quantificacdo do numero de UFC foi feita pela contagem das colénias de

bactérias em cada uma das duplicatas da placa de Petri.

4.6 CATALISADOR HETEROGENEO

Para a aplicacdo em catalise heterogénea, a dispersdo aquosa de nanoparticulas de ouro
(denominada Ch/AuNP, Figura 17a) foi seca em linha de véacuo a 40 °C, obtendo-se um
material sélido tipo “plastico”, Figura 17b, que apds trituracdo em gral de porcelana com
nitrogénio liquido, resultou em um sélido granulométrico, Figura 17c. Esse material,

contendo nanoparticulas de ouro suportadas em quitosana, foi denominado AuNP/Quitosana.

Figura 17. a) dispersdo aquosa, Ch/AuNP; b) filme, ap6s secagem da dispersdo Ch/AuNP na
linha de vécuo; ¢) pd, apds moagem com N2 liquido, AuUNP/Quitosana.
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4.7 CARACTERIZACAO DO CATALISADOR

4.7.1 Espectroscopia na regido do UV-Vis

A presenca de nanoparticulas de ouro na dispersdo aquosa de Ch/AuNP foi confirmada
por espectroscopia eletrdnica no ultravioleta-visivel (UV-Vis), utilizando espectrofotdmetro
UV-160 1PC Shimadzu. Agua destilada foi usada como referéncia e a analise foi realizada
entre comprimentos de onda de 400 e 700 nm. Ja para o solido resultante da secagem desta

dispersdo, a referéncia usada foi o ar.

4.7.2 Microscopia Eletrénica de Transmissédo (TEM)

A analise de TEM foi utilizada para determinar a forma e o tamanho meédio das
nanoparticulas de ouro na dispersdo aquosa e no solido. Para a dispersdo aquosa, foram
colocadas 2 gotas da dispersdo diretamente na grid de cobre revestida com carbono. Ja a
amostra solida (5 mg) foi preparada dispersando-a em isopropanol (1,5 mL) e banho
ultrassénico por 30 min; subsequentemente, 2 gotas da fase dispersa foram colocadas
diretamente na grid de cobre revestida com carbono. As imagens foram obtidas utilizando o
microscopio eletrénico JEOL JEM-1220, operando a 80 kV, do Centro de Microscopia da
UFRGS. O programa Quantikov foi usado para determinar a distribuicdo dos tamanhos das

nanoparticulas de ouro.

4.7.3 lIsotermas de Adsorcao e Dessorcédo de N2

As isotermas de adsorcdo-dessorcdo de N. foram determinadas na temperatura de
ebulicdo de N2 liquido. O equipamento utilizado foi o Tristar 11 3020 Kr Micromeritics. As
amostras foram primeiramente degaseificadas a 120 °C, sob vacuo, por 12 horas. As areas
superficiais especificas foram determinadas por BET (Brunauer, Emmett and Teller) pela

técnica de multipontos.
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4.7.4 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS)

As medidas de XPS foram realizadas utilizando um equipamento Kratos AXIS Ultra
DLD (GSK Carbon Neutral Laboratory for Sustainable Chemistry - University of
Nottingham, UK). Os espectros foram coletados utilizando energia de passagem de 80 eV e
passo em energia de 0,5 eV. Dados de alta resolucdo nos picos de fotoelétrons foram
coletados na energia de passagem de 20 eV. Os dados foram processados com o software
CASAXPS (Versdo 2.3.17). Os dados de alta resolucdo foram corrigidos para o sinal de
referéncia C-H/ C-C a 284,8 eV.

4.8 TESTES CATALITICOS

A amostra solida, AuNP/Quitosana, foi aplicada como catalisador heterogéneo em
reagoes de hidrogenagao de compostos carbonilicos a,B-insaturados, utilizando NaBH4 e H>
como agentes redutores. As reagdes que utilizaram NaBH4 como agente redutor (hidrogenacgao
da 2-ciclohexenona) foram realizadas em erlenmeyers de 50 mL a temperatura ambiente. De
forma geral, adicionou-se primeiramente o catalisador AuNP/Quitosana (0,6 pmol Au), o
composto carbonilico a,B-insaturado (substrato/Au=833) e 5 mL de agua como solvente. Por
fim, adicionou-se 5 mmol de NaBHa dissolvido em 5 mL de &gua. Este sistema foi mantido
sob agitacdo e aliquotas de 100 pL foram removidas durante as reacdes.

Quando o agente redutor foi Hy, as reagdes de hidrogenacgdo foram realizadas em um
reator Fisher-Porter (Parr Multi-reactor 4590, 50 mL). Este reator foi conectado a um cilindro
de hidrogénio, seguido da adicao do catalisador AuNP/Quitosana (0,6 umol Au), do substrato
(compostos carbonilicos a,pB-insaturados) e 10 mL de &gua. O reator foi pressurizado sob 10
ou 30 bar de H: e aquecido a temperaturas de 100, 150 ou 200°C. Aliquotas de 100 pL foram
removidas durante as reacdes e apds o tempo de reacdo o reator foi resfriado a temperatura
ambiente e despressurizado.

A conversdo e seletividade foram determinadas por Cromatografia Gasosa. O
cromatografo utilizado foi da marca Agilent Technologies GC System 6820, equipado com
uma coluna DB-17 (30 m x 0,25 mm % 0,25 um); injetor ¢ detector (FID) com temperatura de
260 °C; N2 como carreador (1 mL.min); pressdo da coluna, 10 psi; programa de temperatura:
40 °C (10 min) a 250 °C com taxa de aquecimento de 10 °C.min*. Turnover frequency (TOF)
foi calculada como mol de substrato convertido/(mol Au x minuto) da inclinagdo das curvas

de Turnover number (TON) vs tempo, para baixas conversdes de substrato.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1FILMES COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTENDO QUITOSANA

E NANOPARTICULAS DE OURO

Neste trabalho foram desenvolvidos filmes contendo nanoparticulas de ouro

estabilizadas por quitosana, na presenca de um organosilano (APTMS), que teve como

objetivo melhorar a adesdo do filme na Iamina de vidro, devido as interagdes entre 0s grupos

silandis do vidro e do organosilano.®” A escolha da técnica drop-casting foi feita em funcéo

do controle da quantidade de nanoparticulas de ouro adicionada ao filme.

Serdo apresentados resultados de caracterizacdo das dispersfes aquosas e dos filmes

contendo nanoparticulas de ouro, bem como, a atividade antimicrobiana dos filmes, contra a

bactéria Salmonella Typhimurium.

5.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES

As dispersdes aquosas de nanoparticulas de ouro estabilizadas por quitosana,
Ch/AuNP e Ch/AuNP/APTMS, foram analisadas por UV-Vis e 0s espectros de absorcao sao

apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Espectros de absorgdo, na regido do visivel, das dispersdes aquosas Ch/AuNP e

Ch/AuNP/APTMS.

37



Nos espectros da Figura 18, pode-se observar que as dispersdes apresentam coloracao
avermelhada, com méaximos de absorcdo em 519 nm (Ch/AuNP) e 531 nm
(Ch/AuNP/APTMS). A coloracdo, bem como os perfis de absor¢do na regido do visivel,
indicam a formac&o de nanoparticulas de ouro esféricas.!? Pode-se observar um deslocamento
da banda de absor¢do para maiores comprimentos de onda, ap6s a adicdo de APTMS, que
indica uma possivel aglomeragdo das nanoparticulas.

Filmes, obtidos por drop-casting, foram preparados conforme descrito no item 4.3.2.
As deposicoes foram feitas com diferentes volumes (10, 25, 50 e 100 pL) da dispersao aquosa
Ch/AuNP/APTMS. As variacOes de volume objetivaram avaliar a atividade antibacteriana
com diferentes quantidades de nanoparticulas de ouro. A Figura 19 mostra imagens dos filmes
Ch/AuNP/AP formados a partir de deposices contendo 10, 25, 50 e 100 pL da disperséao
aquosa Ch/AuNP/APTMS.

Figura 19. Imagens dos filmes Ch/AuNP/AP formados a partir de deposi¢6es contendo 10,
25, 50 e 100 pL da dispersdo aquosa Ch/AuNP/APTMS.

A partir das imagens da Figura 19, observa-se filmes com coloragcdo avermelhada
decorrentes da evaporacdo de diferentes volumes de Ch/AuUNP/APTMS no substrato de vidro
plano. Nesses filmes, as bordas séo ligeiramente mais escuras do que o centro. Segundo
Deegan e colaboradores® esse fendmeno acontece devido a dois fatores: histerese do angulo
de contato e fluxo capilar devido & evaporagio. E devido ao fluxo capilar que o contetido da
gota é levado até a linha de contato, que inicialmente é onde a gota é mais fina e nesta regido
ha uma alta taxa de evaporacgao, este efeito ¢ conhecido como “mancha de café”. Isso ocorre,
principalmente, quando se depositam materiais liquidos pouco volateis. No presente trabalho,
a presenca de quitosana na dispersdo Ch/AuNP/APTMS aumenta a viscosidade do sistema,

produzindo esse efeito.
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O filme Ch/AuNP/AP foi analisado por UV-Vis. A Figura 20 mostra o espectro de
absorcao desse filme com 100 pL da dispersao Ch/AuNP/APTMS.
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Figura 20. Espectro de absorc¢do na regido do visivel do filme Ch/AuNP/AP com 100 pL de
dispersao Ch/AuNP/APTMS.

A partir da Figura 20, observa-se uma banda com maximo de absor¢do em 526 nm.
Essa banda é um indicativo claro da presenca de nanoparticulas de ouro nos filmes.
Comparando-se esse espectro de absor¢do com aqueles apresentados para as dispersoes
aquosas (Figura 18), observa-se que o maximo da banda de absorcdo do filme apresenta-se
ligeiramente deslocado para comprimento de onda menor, que pode ser interpretado
considerando os efeitos produzidos pela matriz sélida (espalhamento de luz, indice de
refracéo, etc.).910

Os filmes obtidos com diferentes aliquotas foram analisados por perfilometria, sendo

que os valores médios de rugosidade e espessura dos filmes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de perfilometria para o filme Ch/AuNP/AP, obtidos com diferentes
aliquotas de deposicao.

Aliguota Espessura Rugosidade média
(nL) (+ 3 pm) (+ 0,03 pm)
10 33 0,15
25 31 0,18
50 36 0,22
100 46 0,16
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A andlise perfilométrica permite afirmar que a espessura dos filmes estd na ordem de
algumas dezenas de microns, sendo que ndo parece haver uma dependéncia direta da
espessura com a quantidade da aliquota adicionada. Outra informacgdo importante é a sua
rugosidade. Para todas as amostras, a rugosidade observada foi menor que 1 % da espessura,
revelando que os filmes devem revestir uniformemente a superficie do substrato.

Com o intuito de observar melhor esse revestimento, foram obtidas imagens de
microscopia eletronica de varredura de uma das amostras (aliquota 100 uL). As imagens estao

apresentadas na Figura 21.

500 nm 20000 x

Figura 21. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura do filme Ch/AuNP/AP (adigédo
de 100 uL) obtidas em diferentes magnificacdes.
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Pode-se observar nas imagens da Figura 21 que os filmes revestem de forma
homogénea toda a superficie do substrato, no nivel micrométrico analisado. Na imagem
obtida com maior magnificacdo é claramente possivel observar a presenca das nanoparticulas
de ouro que sdo identificadas pelo contraste das regibes com maior brilho, devido a maior
densidade do metal em relacdo a porcdo orgénica. Pode-se observar ainda que as
nanoparticulas encontram-se aglomeradas, em concordancia com os resultados de UV-Vis
(Figura 18).

5.3 TESTES ANTIBACTERIANOS

Os filmes Ch/AuNP/AP e seus respectivos brancos foram avaliados contra a bactéria
gram-negativa Salmonella Typhimurium e os resultados sdo apresentados na Tabela 2 e na
Figura 22. Essa bactéria foi escolhida por ser bastante comum e facilmente encontrada em
alimentos como carne de gado, aves, suinos e ovos crus. Além das analises nos filmes,
também foram feitas analises em laminas de vidro tratadas (controle). Por ndo apresentarem
atividade antibacteriana, as laminas controle resultaram em maiores log UFC/mL para a

bactéria Salmonella, 6,92 + 0,11.

Tabela 2. Avaliacdo dos filmes Ch/AuNP/AP e seus brancos contra bactérias do tipo
Salmonella Typhimurium.

Log UFC/mL
Aliquota (pL)
Ch/AuNP/AP Branco
10 5,45+0,41 5,39 £ 0,02
25 5,17 £ 0,06 511+0,48
50 0 4,39 + 0,01
100 0 0

De acordo com os resultados da Tabela 2 e Figura 22, observa-se que os filmes obtidos
com maiores volumes de aliquotas da dispersdo Ch/AuNP/APTMS (50 e 100 pL) foram os
mais eficientes, visto que ndo foi observada a presenca de colonias de bactéria. Para os filmes
brancos, que ndo contém nanoparticulas de ouro, mas contém todo conteudo restante como
quitosana e APTMS, parece haver uma tendéncia de diminuicdo na contagem de bactérias

com o aumento da aliquota. Esse resultado evidencia que os filmes de quitosana apresentam
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uma atividade antimicrobiana inerente, conforme ja reportado.®® O filme contendo
nanoparticulas de ouro formado a partir da aliquota de 50 uL a atividade antimicrobiana foi

superior.

Filmes Ch/AuNP/AP

10 nL 25 uL 50 uL 100 nL.

Figura 22. Placas com crescimento de bactéria Salmonella a partir dos filmes Ch/AuNP/AP
com aliquotas de 10, 25, 50 e 100 pL.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo foi possivel desenvolver filmes contendo nanoparticulas de ouro,
compactos, bastante homogéneos e com baixa rugosidade. Esses filmes apresentaram
atividade antimicrobiana. Adicionalmente, por serem constituidos com biopolimero de
quitosana, ndo sdo agressivos ao meio ambiente além de apresentarem baixo custo,
tornando-os extremamente promissores para serem aplicados tecnologicamente como
revestimentos de embalagens de alimentos.

E importante destacar a presenca do APTMS nos filmes, visto que este organosilano
interage com a quitosana, com as nanoparticulas de ouro e com o vidro, proporcionando
melhor adesdo do filme. Durante os testes, foram utilizadas diferentes quantidades de
APTMS, e foi observado que os melhores resultados foram aqueles em que foi adicionado
1 mL da solugdo de APTMS na dispersdo. Também cabe destacar que, além do método
drop-casting também utilizou-se dip-coating para obtengdo dos filmes. Porém, devido ao fato
de ndo sabermos a quantidade de nanoparticulas de ouro presentes no filme, por dip-coating,

optou-se pelo método drop-casting.
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5.5 AUNP/QUITOSANA COMO CATALISADOR HETEROGENEO PARA
HIDROGENAGCAO DE COMPOSTOS CONTENDO O GRUPO CONJUGADO
C=C-C=0

Neste trabalho foi desenvolvido um catalisador heterogéneo contendo nanoparticulas
de ouro estabilizadas e suportadas em quitosana. Serdo apresentados resultados de
caracterizacdo e aplicacdo deste catalisador em reacGes de hidrogenacdo de compostos
organicos insaturados, bem como o estudo dos modos de adsorcdo e reatividades das ligacoes

C=C-C=0 sobre o catalisador.

5.6 CARACTERIZACAO DO CATALISADOR AuNP/QUITOSANA

A espectroscopia eletronica no UV-Vis foi realizada a fim de confirmar a presenca de

nanoparticulas de ouro na disperséo e no solido. Os espectros sdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23. Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis da dispersdo Ch/AuNP (a)
e do solido AuNP/Quitosana (b).

A dispersdo apresentou maximo de absor¢do em 526 nm, enquanto o sélido apresentou
em 539 nm. Os maximos de absorcéo, devido a ressonancia de plasmon de superficie das

nanoparticulas de ouro, confirmam a presenca de nanoparticulas esféricas. O deslocamento da

43



curva b pode ser atribuido a aglomeracéo das nanoparticulas de ouro no s6lido®® e também a
mudanca de indice de refracdo da matriz,

Para confirmar que as nanoparticulas de ouro apresentam forma esférica foi feita a
analise de Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM) da dispersdo e também da amostra

solida. Estas imagens sdo mostradas na Figura 24.
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Figura 24. Imagens de TEM e histogramas de distribuicdo dos didmetros das nanoparticulas
de ouro na dispersdo Ch/AuUNP (a) e sélido AuNP/Quitosana (b). As imagens foram obtidas
com magnificacdes de 300.000x% e 500.000x%, respectivamente.

Através das imagens da Figura 24, nota-se que as nanoparticulas exibem forma
esférica e didmetro médio de 4,9+1,4 nm, em disperséo, e 5,1+1,0 nm, no sélido. E importante
destacar que, mesmo no solido, as nanoparticulas metalicas foram uniformes quanto a forma e
diametro, confirmando que o deslocamento observado no espectro de UV-Vis da Figura 23,

deve ser devido a aglomeracéo das nanoparticulas e efeitos da matriz.
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A andlise textural revelou que AuNP/Quitosana € um material ndo-poroso. Sua area
especifica BET (5,0 + 0,5 m?g?) foi duas vezes maior do que no material branco (obtido pelo
mesmo método, porém sem a presenca de nanoparticulas de ouro) (2,3 + 0,5 m?g?). Este
aumento na area especifica pode ser interpretado considerando a presenca das nanoparticulas
de ouro. Uma vez que AuNP/Quitosana é um material polimérico, os resultados de area
especifica sdo interessantes considerando a possibilidade do seu uso como catalisador.

Os espectros de XPS de C 1s, O 1s, N 1s e Au 4f do material AuNP/Quitosana estéo

mostrados na Figura 25. Esses espectros foram retirados do espectro total da analise.
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Figura 25. Espectros de XPS do material AuNP/Quitosana: (a) C 1s, (b) O 1s,
(c) N 1se (d) Au 4f.

Em relacdo a estrutura da quitosana, utilizada como suporte para as nanoparticulas de
ouro, o espectro XPS do C 1s mostra trés picos (Figura 25a): 284,8 (C-C/C-H), 286,5 (C-N/
C-0) e 288,3 eV (0O-C-O/N-C=0), que estdo em concordancia com os resultados apresentados
por Machou e colaboradores®®. O espectro XPS do O 1s apresenta dois picos (Figura 25b):
um em 532,3 eV, atribuido aos oxigénios encontrados na estrutura da quitosana e outro em

533,3 eV, atribuido ao oxigénio encontrado em grupos amida, ndo desacetilados.®* H4 ainda
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um pico em 535,6 eV, que ¢ resultante do oxigénio quimissorvido no material'®2. O espectro
XPS de N 1s (Figura 25c) apresenta dois picos, com maximos em 399,5 e 401,7 eV que sdo
atribuidos aos grupos amino nao-protonados (NHz) e grupos amino protonados (NHs*) da
quitosana, respectivamente.'®* A presenca do grupo protonado ¢ devido ao HAUCI, e também
ao &cido aceético, usado na solubilizacdo da quitosana. J& o espectro XPS do Au 4f (Figura
25d) é caracteristico de espécies Au® e apresenta maximos em 83,7 e 87,3 eV.1%® A
intensidade dos picos Au 4f foi muito baixa, em compara¢do com os picos de C, O e N 1s.
Esse fato estd relacionado a composicdo da amostra, j& que o sélido é composto
principalmente por quitosana, que atua como estabilizante e suporte para as nanoparticulas de
ouro, o que faz com que os picos para carbono, oxigénio e nitrogénio sejam muito altos em
relacdo ao do ouro. Devido a baixa quantidade de ouro no material, ndo foi detectada a

interacdo N-Au.

5.7 HIDROGENACAO CATALITICA DOS COMPOSTOS ORGANICOS
INSATURADOS

A hidrogenagdo do composto 2-ciclohexenona (1) foi usada como referéncia para
avaliar a performance catalitica do material AuUNP/Quitosana. Os resultados estdo mostrados
na Tabela 3.

Quando NaBHs foi usado como agente redutor em meio aquoso, a hidrogenacao
ocorreu tanto em C=0 como em C=C. A hidrogenacdo da 2-ciclohexenona (1), na presenca de
NaBHjs, entrada 1, resultou em 2-ciclohexenol (18%) (3) e ciclohexanol (82%) (4). Embora, a
hidrogenacdo ndo tenha sido seletiva, pois ocorreu nas duas duplas ligacdes, houve alta
conversdo (97%) em um curto intervalo de tempo (1,5 h). Esses resultados sugerem que o
substrato 2-ciclohexenona (1) pode adsorver na superficie de ouro por dois caminhos:

i) via nlo or n’co (Figura 16: A e B), resultando no alcool alilico por meio de adicio-1,2
do hidrogénio;

i) via n® or n* (Figura 16: F, G e H), resultando no produto totalmente hidrogenado.

Ciclohexanona (2) foi hidrogenada seletivamente a ciclohexanol (4), com converséo
de 90%, enquanto o alcool insaturado 2-ciclohexenol (3) ndo mostrou seletividade na
hidrogenacéo (Tabela 3, entradas 2 e 3). Esses resultados confirmam que as adsor¢des do tipo

n*o ou n’co estdo presentes (adicdo-1,2) (Figura 16: A e B) e praticamente exclui a existéncia
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de caminhos através de n°cc (adicdo-3,4) (Figura 16: D e E), ao utilizar NaBH4 como agente
redutor. As ligacbes C=C podem ser hidrogenadas por AuNP/Quitosana apenas quando
conjugadas ao grupo C=0 (Tabela 3, entradas 1 e 3). Estes resultados estdo em oposi¢édo a
casos ja citados na literatura que afirmam que ha baixa adsorcdo do sistema conjugado
C=C-C=0 em superficies de ouro®!%. Este fato pode estar relacionado a presenca de
quitosana no catalisador, que age como agente estabilizante e suporte das nanoparticulas de
ouro, provavelmente mudando a forga/capacidade de coordenacdo do substrato na superficie
das nanoparticulas de ouro e, consequentemente, afetando seu desempenho catalitico. Esta
mesma tendéncia foi observada na hidrogenagdo de compostos carbonilicos a,B-insaturados
utilizando nanoparticulas de ouro suportadas em y-AlOs modificadas com liquido idnico®.
Na entrada 4, a reacdo foi realizada utilizando menor quantidade de NaBHa4 (0,5 mmol) e
resultou em menor conversio (53%) e também menor atividade (TOF=12 min). Porém, na
seletividade ndo foram observadas mudancas significativas, 22% para 2-ciclohexenol (3) e
78% para ciclohexanol (4).

Tabela 3. Hidrogenacéo de 2-ciclohexenona pelo catalisador AuUNP/Quitosana.

O
@ AuNP/Quitosana (j ©
NaBH4 ou H,
1

Conversio Seletividade (%)
Entradal®tl 295 7 () (%) > 5 ,— TOF (min*)
[tempo(h)]

1 NaBH, 25 97 [1,5] — 18 82 77
2[°] NaBH4 25 90 [10,0] — — >99 8
3 NaBHa 25 — — — — —
4l NaBH4 25 53 [6,0] — 22 78 12

5 10barH, 100 1 [24,0] >99 0 <1 0.3

6 30 barH, 100 2 [24,0] >99 0 <1 0,5

7 30 barH, 150 62 [10,0] >99 0 <1 9

8 30barHy, 200 >99 [6,0] >99 0 <1 32

[BICondicBes das reagdes: Au (0,6 pmol), 2-ciclohexenona/Au = 833, H,0O (10 mL), NaBH, (5 mmol) (entradas
1, 2, e 3); MlSubstrato: ciclohexanona(2); ISubstrato: 2-ciclohexenol(3); 10,5 mmol de NaBH..
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Utilizando-se H> como agente redutor para hidrogenacdo da 2-ciclohexenona
houveram mudancas nas atividades e principalmente nas seletividades (Tabela 3, entradas
5-8). A 100 °C, o catalisador se mostrou inativo, mesmo com pressdes moderadas de 10 e 30
bar (Tabela 3, entradas 5 e 6), indicando que nesta temperatura, 0 aumento da pressao ndo tem
influéncia significativa. Porém, ao aumentar a temperatura para 150 e 200 °C, foram obtidas
conversdes mais altas (62% e 99%) e maiores atividades (TOF= 9 min* e 32 min?) para
obtencdo de 2-ciclohexanona (2). Baseando-se nestes resultados, é possivel que o substrato
2-ciclohexenona (1) consiga adsorver na superficie das nanoparticulas de ouro pelo modo de
adsorcao ncc (adicdo-3,4) (Figura 16: D e E) ou pelos modos 1° ou n* (adig&0-3,4 ou adic&o-
1,4) (Figura 16: F, G e H).

Assim, conhecendo-se alguns dos modos de adsorcdo, utilizando H. como agente
redutor, outras reacdes com o catalisador AuNP/Quitosana e diferentes substratos insaturados
foram empregados: ciclohexanona (2) e 2-ciclohexenol (3); compostos carbonilicos
a,B-insaturados: 2-metil-2-ciclohexen-1-ona (5), t-crotonaldeido (8), e t-cinamaldeido (11);
alcenos: ciclohexeno (14); dienos conjugados: 1,3-ciclohexadieno (15) (Tabela 4).

A tentativa de hidrogenacdo das ligacGes carbonilicas e etilénicas isoladas nos
compostos ciclohexanona (2) e 2-ciclohexen-1-ol (3), respectivamente, foi realizada para
investigar a influéncia da conjugagdo C=C—-C=0 nos modos de adsor¢do desses substratos
com o catalisador AuNP/Quitosana e Hz2 como agente redutor (Tabela 4, entradas 2 e 3). E
importante notar que tanto C=0 como C=C nao foram hidrogenados, indicando que os modos
de adsor¢do via n'o e n’co (Figura 16: A e B) e n’cc (Figura 16: D e E) ndo ocorrem nestas
condigdes de reagdo. Assim, é possivel afirmar que somente os modos de adsor¢do n° e n*
(Figura 16: F, G e H) sdo viaveis na superficie das nanoparticulas de ouro utilizando H2 como
agente redutor.

Adicionalmente, a dupla ligagdo C=C ¢ hidrogenada seletivamente (>97%) nos
compostos carbonilicos o,B-insaturados: 2-metil-2-ciclohexen-1-ona (5), t-crotonaldeido (8) e
t-cinamaldeido (11), com atividades relacionadas aos efeitos eletrénicos dos grupos cetona e
aldeido e também efeitos estéreos devido aos volumes ocupados pelos diferentes
substituintes: —H, —CHs e —Ph (Tabela 4, entradas 4-6). Essas quimiosseletividades
observadas indicam novamente que os modos de adsorcdo destas reagdes sdo n° e n* (Figura
16: F, G e H).

Embora a ligagdo C=0 ndo tenha sido hidrogenada com o agente redutor Hy, é
importante notar que os substratos contendo grupos C=C isolados e grupos conjugados

C=C-C=C também né&o sofreram hidrogenacéo. Estes resultados podem ser observados para
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0s componentes: 2-ciclohexen-1-ol (3), ciclohexeno (14) e 1,3-ciclohexadieno (15) (Tabela 4,
entradas 3, 7 e 8). Assim, a hidrogenacéo do sistema contendo o grupo conjugado C=C-C=0
pode estar relacionada ao catalisador utilizado, visto que a quitosana pode favorecer os modos
de adsorcéo propostos, conduzindo a seletividade de acordo com o agente redutor utilizado,
NaBH4 ou Ho.

Tabela 4. Hidrogenacéo seletiva de substratos organicos insaturados, na presenca de Hz e
AUNP/Quitosana.

Converséo (%)

Entradal® Substrato [tempo(h)] Seletividade (%) TOF/ min™*

0 o) OH

1 @ >99 [6,0] ij @ 32
1 2(>99) 4(<1)
o

2 é — [24,0] — —
2
OH

3 — [24,0] — —

0 OH

15 [24,0] ii( C{ 3

6(>99) 7 (<1)

|O OH
>99 [5,0] A~ 46

9(>99) 10 (<1)

Qe O

0 OH
|
>99 [6,0] th Ph/\) 27

12 (97) 13 (3)

(2]
L

-
-

o

— [24,0] — _

-
N

W

— [24,0] — —

[l CondigBes das reagdes: Au (0,6 umol), substrato/Au = 833, H,0 (10 mL), H2 (30 bar), 200 °C.

49



5.8 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi desenvolvido um catalisador auto-suportado, AuNP/Quitosana, onde
quitosana atua como estabilizador e também como suporte para nanoparticulas de ouro. Este
catalisador foi obtido a partir da secagem da dispersdo aquosa de nanoparticulas de ouro. Foi
observado por UV-Vis e microscopia de transmissdo que as nanoparticulas de ouro
apresentam forma esférica e didmetro préximo de 5 nm, tanto na dispersdo aquosa quanto no
material solido. O catalisador foi aplicado para hidrogenacéo seletiva de ligaces C=C em
compostos carbonilicos a,B-insaturados. Os resultados indicaram que o catalisador favorece
0os modos de adsorcio n® efou n* de sistemas C=C-C=0 n-conjugados conduzindo a
seletividade para alcoois insaturados ou cetonas saturadas, dependendo do agente redutor

(NaBH4 ou Hy) utilizado na hidrogenac&o.

6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi empregada quitosana como agente estabilizador e controlador de
tamanho na sintese de nanoparticulas de ouro. Essas nanoparticulas foram usadas no preparo
de filmes e também como catalisador heterogéneo. Os filmes foram obtidos na presenca de
um organosilano (APTMS) que tem por funcdo melhorar a adesdo no substrato de silica, bem
como, promover a homogeneidade dos filmes, tornando-0s menos rugosos e compactos. Os
filmes, contendo nanoparticulas de ouro, apresentaram maiores atividades antibacterianas,
contra a bactéria Salmonella Typhimurium, em compara¢do com os brancos (na auséncia de
nanoparticulas de ouro). O catalisador heterogéneo foi constituido de nanoparticulas de ouro
auto-suportadas em quitosana. Neste caso, a quitosana serviu como estabilizador e também
como suporte para as nanoparticulas. Este nanocatalisador foi aplicado em reacdes de
hidrogenacdo de compostos carbonilicos a,B-insaturados, mostrando atividade até 77 mint e
seletividades maiores do que 99% para aldeidos e cetonas saturados, utilizando H. como
agente redutor. Foram avaliados os modos de adsorcéo dos substratos (compostos organicos)
sobre as nanoparticulas de ouro e foi observado que a presenca da quitosana no catalisador
modifica a capacidade de coordenagdo do substrato na superficie das nanoparticulas de ouro
e, consequentemente, afeta seu desempenho catalitico. Os resultados mostraram que o

catalisador favorece a adsor¢do do grupo C=C quando conjugado ao C=0, bem como, dirige a
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seletividade para alcoois insaturados ou cetonas saturadas, dependendo do agente redutor
utilizado, NaBHa4 ou Ha.
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