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Resumo

Considerando os diferentes métodos de preparacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs),
a rota bioldgica se apresenta como uma alternativa interessante devido ao seu baixo
impacto ambiental e ao uso de matérias-primas renovaveis no processo. Os extratos
vegetais tém mostrado resultados promissores na producdo de AgNPs, além disso,
existem uma grande diversidade de plantas na regido amazonica cujo seus extratos (caule,
fruto, semente e folha) podem ser usados como agentes biorredutores em rotas sintéticas
alternativas. O presente estudo investigou a formacdo de AgNPs através da sintese
mediada por extratos aquosos da polpa de tucuma (Astrocaryum aculeatum) em diferentes
condigdes, avaliando o impacto da variagdo de condi¢Bes experimentais na obtencéo das
dispersdes das nanoestruturas. Baixas concentra¢fes do extrato de tucuma (2 g de polpa
em 200 mL de agua) no meio reacional ndo foram suficientes para reduzir todos os ions
de prata presentes durante o periodo de tempo investigado. Enquanto isso, concentracfes
elevadas de fitoquimicos (4 g de polpa em 200 mL de agua) geraram uma competicdo
entre os processos de biorreducdo e a complexagdo de cations prata. As condigdes em
meio alcalino exibiram bandas relacionadas a formacdo de AgNPs em menor tempo,
formaram sinais mais nitidos, com maior intensidade e em menores comprimentos de
onda, de acordo com a técnica espectroscopica UV-Vis, indicando a ocorréncia de
nanoestruturas menores e mais uniformes com relacdo a meios acidos. Os resultados de
DLS também exibiram uma tendéncia similar, indicando um menor tamanho médio das
AgNPs em meio alcalino em relacdo as amostras obtidas em meios acidos. Para a variagcdo
de temperatura, com o aumento da mesma houve uma intensificacdo do sinal da banda
RPS. Entretanto, os resultados de DLS sugerem gue o aumento da temperatura favorece
a polidispersividade das AgNPs, diminuindo a metaestabilidade dos coloides produzidos.
Foi detectada atividade antimicrobiana para a amostra em concentragdo média de extrato
vegetal (3 g de polpa em 200 ml de agua), meio alcalino na temperatura de 40 °C frente a
E. coli. Os resultados sugerem gue a formacao de AgNPs € influenciada pelos parametros
experimentais concentracdo de extrato vegetal, pH e temperatura. A amostra obtida
empregando concentracdo média de extrato vegetal, pH 9 e na temperatura de 40 °C
apresentou os melhores resultados para atender ao objetivo microbicida proposto neste

estudo.

Palavras chaves: Nanotecnologia; sintese verde; recursos Amazonicos; atividade

microbicida.



Abstract

Considering the different methods of preparation of silver nanoparticles (AgNPs), the
biological route is an interesting alternative due to its low environmental impact and the
use of renewable raw materials in the process. Plant extracts have shown promising
results in the production of AgNPs, in addition, there is a great diversity of plants in the
Amazon region whose extracts (stem, fruit, seed and leaf) can be used as bioreducing
agents in alternative synthetic routes. The present study investigated the formation of
AgNPs through synthesis mediated by aqueous extracts of tucuma pulp (Astrocaryum
aculeatum) under different conditions, evaluating the impact of changes in experimental
conditions on the resulting aqueous dispersions of the nanostructures. Low
concentrations of tucuma extract (2 g of pulp in 200 mL of water) in the reaction medium
were not sufficient to reduce all silver ions present during the investigated time period.
Meanwhile, high concentrations of phytochemicals (4 g of pulp in 200 mL of water)
generated a competition between the bioreduction processes and the complexation of
silver cations. The conditions in alkaline medium exhibited bands related to the formation
of AgNPs in a shorter time, formed more nitid signals, with greater intensity and at shorter
wavelengths, according to the UV-Vis spectroscopic technique, indicating the occurrence
of smaller and more uniform nanostructures acid media. The DLS results also showed a
similar trend, indicating a smaller average size of AgNPs in alkaline medium in relation
to the samples obtained in acidic media. For the temperature variation, an increase in this
parameter resulted on an intensification of the signal related to the SPR band. However,
the results of DLS suggest that the increase in temperature favors the polydispersivity of
AgNPs, decreasing the metastability of the produced colloids. Antimicrobial activity was
detected for the sample with intermediate concentration of plant extract (3 g of pulp in
200 mL of water), alkaline medium at 40 °C temperature against E. coli. The results
suggest that the formation of AgNPs is influenced by the experimental parameters
concentration of plant extract, pH and temperature. The sample obtained using
intermediate concentration of plant extract, at pH 9 and at a temperature of 40 °C is the

most appropriate condition to meet the microbicidal objective proposed in this study.

Keywords: Nanotechnology; green synthesis; Amazonian resources; microbicidal

activity.



SIGLAS E ABREVIACOES

n — Orbital pi ligante

n* — Orbital pi antiligante

-C=0 - Funcao carbonila

-SH — Tiol

OH- — ion hidroxido

°C — Grau Celsius

A.C. — Antes de Cristo

Ag" — Cétion prata

AgNO:s — Nitrato de prata

AgNPs — Nanoparticulas de prata
AIDS — Sindrome de imunodeficiéncia
adquirida

AM — Amazonas

Anmax — Absorbancia méxima

C-OH - Funcdo alcool

DLS — Espalhamento de luz dinamico
DNA — Acido desoxirribonucleico

H* — Cation hidrogénio

HNOs — Acido nitrico

MFC — Concentragédo fungicida minima
mL — Mililitro

mV — Milivolt

n — Par de elétrons ndo-ligante

NaOH — Hidrdxido de sddio

nm — Nanometro

NPs — Nanoparticulas

-OH — Funcdo alcool

PDI — indice de polidispersividade
ROS — Espécies reativas de oxigénio
RNA — Acido ribonucleico

RPM — Revolugdes por minuto

RPS - Ressonancia de plasmon de
superficie

pH — Potencial hidrogenidnico

u.a. — Unidade adimensional

UV — Ultravioleta

UV-Vis — Ultravioleta-visivel
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia abrange o estudo com base no desenvolvimento, na
caracterizacdo e no emprego de estruturas, de dispositivos e de sistemas que possuam ao
menos uma de suas dimensdes na escala de 1 a 100 nm (TARAM et al., 2021). Dentre 0s
diferentes materiais que constituem essa classe, as nanoparticulas, em especial formadas
por metais nobres, sdo utilizadas em diversas aplicacdes industriais e farmacéuticas
devido as suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas. Ja dentre esses metais, a prata
tem atraido a atencéo principalmente devido a sua alta afinidade e adesdo as membranas
celulares de sistemas bioldgicos (BAGHAIENEZHAD; BOROGHANI; ANABESTANI,
2020; JAVED et al., 2020). As nanoparticulas de prata (AgNPs) séo conhecidas pelo seu
efeito inibitorio contra patdgenos, atuando contra a proliferacdo de microrganismos e
contribuindo no processo anti-inflamatério (BAGHAIENEZHAD; BOROGHANI,
ANABESTANI 2020; BHUYAR et al., 2020).

O uso descontrolado dos antibioticos resultou na adaptacao e desenvolvimento
de resisténcia bacteriana, causando falhas no tratamento e prolongamento do tempo de
hospitalizacdo, o que aumenta o custo do tratamento e eleva a mortalidade (ANTUNES
et al., 2013; SINGH et al., 2020). O sistema bacteriano pode adquirir resisténcias por
varios mecanismos e pode ser transferida para outras bactérias por trés principais
mecanismos de recombinacdo genética: traducdo, conjugacao e transformacdo. Com o
cendrio de resisténcia bacteriana, as AgNPs tém atraido o interesse devido as suas
potenciais aplicagdes biomédicas (DISSEMOND et al., 2020; LEHTINEN et al., 2017).

As AgNPs apresentam um amplo efeito biocida e baixa propensdo de induzir
resisténcia microbiana, causando o rompimento da membrana celular e a perturbagéo dos
mecanismos de sintese de proteinas no sistema bacteriano (NAM et al., 2016; SALAS-
OROZCO et al., 2019). Os ions Ag" apresentam uma alta afinidade por proteinas,
enzimas, DNA, RNA, e tais interagcOes interferem em processos celulares microbianos
(WEl et al., 2015). Essa caracteristica microbicida esta relacionada com sua superficie de
contato das AgNPs com o sistema bioldgico, ou seja, depende da forma e tamanho desses
nanomateriais (DISSEMOND et al., 2020).

Existem duas abordagens para obtencao dessas nanoestruturas, sendo a primeira
conhecida como “de cima pra baixo” (top-down) que consiste na fragmentacdo de
matérias maiores (macroescala). A segunda abordagem ¢ a “de baixo pra cima” (bottom-

up) e se caracteriza na producéo de nanoestruturas a partir de precursores em escala ainda
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menor, como por exemplo, d&tomos e moléculas. Cada abordagem possui diferentes
metodologias para a obtencdo de nanoestruturas, como por exemplo na abordagem
bottom-up existem duas rotas (quimica convencional e bioldgica) para a sintese de
nanoparticulas (NPs) e que utilizadas tanto em escala industrial como na area académica
(KHAN; SAEED; KHAN 2017).

A rota quimica convencional € o procedimento economicamente mais viavel
para a producdo das NPs. Nesse processo sao utilizados o sal metélico precursor e um
agente redutor/estabilizador, no qual sdo comumente usados o citrato de sédio e o
borohidreto de sédio (SUM, 2010). Entretanto, alguns desses agentes redutores podem
gerar subprodutos potencialmente téxicos que limitam sua aplicacdo na area biomédica.
Por outro lado, a rota bioldgica vem ganhando consideravel importancia nos ultimos anos.
Com o cenério sustentavel em alta, prioriza-se o desenvolvimento de novas tecnologias
gue gerem baixo impacto ambiental (KARIM et al., 2019).

A sintese verde é um termo usado para a sintese ecologicamente mais correta
das NPs. Ela utiliza organismos biolégicos ou parte deles (6rgéos, tecidos, células ou
biomoléculas) como substituintes de reagentes quimicos potencialmente tdxicos nas
reacdes (KARIM et al., 2019; SINGH et al., 2016). O extrato vegetal de plantas tem tido
resultados promissores em sinteses de AgNPs, além disso, existe uma grande quantidade
de espécies de plantas, cujo seus extratos oriundos de diferentes por¢des (caule, fruto,
semente e folha) podem ser usados como agentes biorredutores em rotas de sintese
denominadas de bioldgicas (TEIMURI-MOFRAD et al., 2017).

A grande diversidade de plantas encontradas na Amazoénia, que muitas vezes sao
inexploradas ou que apresentam baixa exploracdo tecnoldgica, apresentam em seus
extratos biomoléculas que podem ser usadas como agentes biorredutores durante as rotas
de sintese de nanoparticulas metalicas (LIMA et al., 2019). Estudos na area da saude tem
sido o foco de varias pesquisas envolvendo aplicacGes para biossintese de AgNPs
(CHUGH et al., 2018). Um grande nimero de extratos de plantas relatadas na literatura
é utilizado para a sintese das AgNPs. Plantas amazoénicas também estdo tendo destaque,
como por exemplo, o acai (Euterpe oleraceae), cupuacu (Theobrama grandiflorum),
murici (Byrsonima crassifolia) e tapereba (Spondias mombin), realgando as
potencialidades do bioma amazonico no contexto tecnolégico (LIMA et al., 2019).

O tucuma (A. aculeatum) é um fruto conhecido na regido amazbnica e
amplamente utilizado na culinaria local (FERREIRA; CASTRO; GENTIL 2010). Além

da &rea alimenticia, o tucuma também oferece beneficios a salde através da sua ampla
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variedade fitoquimica, como por exemplo os carotenoides e flavonoides que possuem
caracteristicas antioxidante (SANTOS et al., 2018). Analises adicionais demonstram que
o fruto também apresenta uma das mais altas concentragdes de compostos fendlicos e
flavonoides, o que lhe confere um alto potencial antioxidante. Essas espécies possuem
como caracteristica quimica a capacidade de bloquear efeitos adversos causados pela
existéncia de radicais livres em sistemas bioldgicos e também podem atuar como
mediadores no processo de reducdo dos ions prata para a producdo das nanoparticulas
metélicas (CARNEIRO et al., 2017; SAGRILLO et al., 2015).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nanoparticulas de prata

A nanociéncia é a ciéncia que manipula a matéria na escala nanométrica
(10° m), utilizando-se de principios da fisica, quimica e da biotecnologia. Ela tem como
principal objetivo sintetizar novos materiais que possuam propriedades novas e/ou
melhoradas, modificar e manipular superficies e elaborar nanoestruturas uni, bi e
tridimensionais (BRAUN; SCHUBERT; ZSINDELY, 1997). A nanotecnologia &,
portanto, um campo multidisciplinar que visa o controle da matéria nos niveis atbmico e
molecular (NASROLLAHZADEH et al., 2019).

A humanidade j& dominava métodos rudimentares para a producdo de
nanoparticulas metalicas ha alguns milénios, embora a nanotecnologia tenha sido definida
e aprimorada mais recentemente. H& evidencias de que povos antigos se utilizavam de
nanoestruturas para produzir distor¢Ges coloridas em vidro e em ceramicas. Um exemplo
desse efeito é o0 vidro da famosa taca de Licurgo (Lycurgus cup) produzido em Roma no
século IV A.C (Figura 1) e gerado pela combinacdo de nanoparticulas de ouro e prata,
causando efeitos coloridos quando observada com iluminacdo pelo interior ou pelo
exterior da taca (MIZIUR-MOZDZIOCH, 2017). Outras culturas antigas usavam
nanoparticulas de ouro e prata para diversos fins, como por exemplo o Egito e india.
Entretanto, a China foi a primeira a propor a cura de doencas a partir do seu uso
(HUAIZHI; YUANTAO, 2001).
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Figura 1 - Taca de Licurgo sob diferentes iluminacdes, (A) a luz refletida e (B) a luz

transmitida.

Fonte: MIZIUR-MOZDZIOCH (2017).

Na nanoescala, as propriedades quimicas e fisicas dessas estruturas sdo
altamente dependentes de fatores geométricos, como tamanho e forma. Fazendo o
controle preciso desses fatores permite-se ndo s6 observar as propriedades Unicas das
nanoestruturas, mas também ajustar suas propriedades quimicas e fisicas como desejado
(BHUI et al., 2009). Algumas nanoparticulas metalicas, como as AgNPs, apresentam
como caracteristica uma intensa banda de absorcdo evidenciada pela tecnica
espectrofotométrica de absor¢do molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis),
devido ao fenbmeno denominado de ressonancia de plasmon de superficie (RPS), que ndo
é visualizada para 0 mesmo material em escalas maiores (SANTOS et al., 2016).

O fenbmeno RPS ¢ caracterizado por ondas que se propagam em toda extenséo
da superficie do metal. Durante a interacdo, os elétrons da banda de conducéo respondem
coletivamente por oscilagdes em ressonancia com a onda luminosa, como observado na
Figura 2 (JIANG et al., 2017). A interacdo ressonante entre a superficie carregada
oscilante e o campo eletromagnético da luz constitui a RPS, originando suas propriedades
Unicas, como por exemplo sua alta sensibilidade a mudanca de indice de refracdo na
superficie do metal. A prata apresenta propriedades que possibilitam essa propagacéao da
onda plasménica de superficie (AMIRJANI; FATMEHSARI, 2018). Nesse contexto, a
espectroscopia UV-Vis € uma das técnicas mais baratas e eficientes para avaliar a
ocorréncia das NPs por meio dos valores de maximo e de largura meia altura da banda
RPS (JIANG et al., 2017; AMIRJANI; FATMEHSARI, 2018).
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Figura 2 - Oscilacdo da Nuvem eletronica em esferas metalicas.

Campo
Eletrico

|

Fonte: DA COSTA (2011).

A prata tem sido usada por milhares de anos como um metal valioso em diversas
aplicacdes como joias, ferramentas, moedas, materiais fotograficos e explosivos (JAIN et
al., 2007). Nos séculos XVII e XVIII, o nitrato de prata (AgNO3) foi utilizado no
tratamento de Ulcera e sua atividade antimicrobiana foi estabelecida no século XIX, sendo
especialmente empregado no tratamento de queimaduras. No entanto, apds a descoberta
dos antibioticos em 1940, o uso para fins medicinais de sais de prata diminuiu
(ABDALLA; DADALTI, 2003). Embora o nitrato de prata tenha efeitos promissores no
tratamento de queimadura e algumas infecgdes, ha efeitos colaterais comumente descritos
a longo prazo. O quadro clinico mais comum causado pela exposicdo excessiva aos ions
prata é a argiria. Essa doenca é causada pelo uso e exposi¢cdo de quantidades excessivas
de compostos de prata, capaz de colorir permanente o tecido epitelial (pele) na cor azulada
ou acinzentada (HADRUP; SHARMA; LOESCHNER, 2018). Outro efeito adverso esta
relacionado com a absor¢do da prata atraves das membranas mucosas. Uma vez
absorvida, a prata pode ser depositada na pele, figado, baco, rim, cdrnea e tecidos
musculares (VILA; MARCOS; HERNANDEZ, 2017). Logo, ha a necessidade de estudos
que investiguem a estabilizacdo dessas estruturas a base de prata com o intuito de torna-
las menos nociva a satde humana.

Diversos estudos relatam aplicabilidade das AgNPs em variados campos, como
na medicina, através da construcdo de novos dispositivos para deteccdo de biomoléculas

e superficies inibidoras de crescimento bacteriano (biossensores de alta eficiéncia,

16



imagem e diagndstico e atividade microbicida) (YUN et al., 2019). Na area farmacéutica,
podem ser usadas na administracdo de medicamentos, na terapia contra o cancer (sistemas
de entrega de farmacos) e cosméticos (MATHUR et al., 2018). J& na industria alimenticia
e téxtil podem ser usadas no armazenamento de alimentos, em embalagens e
processamentos, aumentando seu tempo de prateleira (materiais com propriedades
antimicrobianas) (VERMA; MAHESHWARI, 2019). Por fim, no setor de energia, por
ser um metal condutor, possui uma boa eficiéncia para aplicagcdo em coletores de energia
solar (NAM et al., 2016; VERMA; MAHESHWARI, 2019; WEI et al., 2015).

Houve um aumento exponencial do consumo de produtos contendo
nanomateriais no periodo de 2010-2015. O uso crescente de AgNPs na industria fez com
sua producdo crescesse exponencialmente, sendo que tal crescimento pode chegar a
movimenta no mercado global cerca de 3 bilhdes de dolares nos préximos anos
(INSHAKOVA; INSHAKQV, 2017). A Figura 3 apresenta uma tendéncia do mercado
global baseado no uso de AgNPs em dois possiveis cenarios (estimativa cética e otimista).
Para suprir essa possivel grande demanda comercial de NPs metalicas e ao mesmo tempo
amenizar o impacto ambiental, surgem novos métodos ecologicamente corretos de

producéo desses materiais.

Figura 3 - Mercado e producao (em toneladas) de AgNPs.
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Fonte: Adaptado de PULIT-PROCIAK; BANACH, 2016.
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2.2  Sintese bioldgica

Quando se aplica os conceitos da Quimica Verde, o desafio sintético se concentra
na obtencdo de uma estrutura alvo com uma metodologia que agrida 0 minimamente o
meio ambiente (DE MARCOS et al., 2019). Nesse contexto ambientalmente mais
amigavel, os extratos vegetais tem um grande destaque na producdo de AgNPs devido ao
método ser econdémico e mais sustentavel. O extrato de plantas possui uma variedade de
componentes fitoquimicos que sdo indispensaveis na reducdo da prata na rota verde (RAI,
2013).

A reducdo e estabilizagdo desses ions de prata sdo intermediadas pela
combinacgédo de biomoléculas presentes no extrato vegetal, como aminoacido, proteinas e
polissacarideos, alem de metabdlitos secundarios como flavonoides, acidos tanicos e
terpenoides (SINGH et al., 2016). A presenca desses componentes redutores e
estabilizantes influencia as caracteristicas das AgNPs. Diferentes concentragdes de
biomoléculas e metabdlitos secundarios ddo origem a diferentes formas dessas
nanoparticulas, e tais formas estdo diretamente ligadas as suas potencias aplicacdes
(KUMAR et al., 2017; MEVA et al., 2019).

Uma representacdo da producdo das AgNPs mediadas por biomoléculas esta
exemplificada na Figura 4. Inicialmente o extrato vegetal e um sal precursor de prata séo
colocados em meio aquoso onde ocorre 0 processo quimico de biorreducédo. Esse processo
é mediado por diferentes compostos fitoquimicos que transformam o ion prata em prata
metalica através de uma reacao de oxirreducdo. Posteriormente, 0s &tomos de prata recém
reduzidos comecam a se agregar, formando as primeiras nanoparticulas de prata em
suspensdao (BONATTO; SILVA, 2014).

Na sequéncia, mais ions prata sdo reduzidos e estes se agregam ao redor das
nanoparticulas previamente formadas. Tais etapas podem ser controlada através de
diferentes fatores, como temperatura, pH e concentracdo dos reagentes (SINGH et al.,
2018). Por fim, parte das biomoléculas do extrato vegetal se aderem a superficie das
nanoparticulas, evitando o crescimento e aglomeracao das nanoestruturas, permitindo a
formacdo de dispersdes aquosas metaestaveis (coloides) (EBRAHIMINEZHAD et al.,
2017).
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Figura 4 - Representacdo do processo de formagdo das AgNPs.
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Fonte: Adaptado de BONATTO; SILVA (2014).

2.3 O tucuma (Astrocaryum aculeatum)

Existem atualmente duas espécies popularmente conhecidas como tucuma, cujos
frutos sdo comestiveis e comercializados especialmente na regido Norte do Brasil. A
espécie Astrocaryum vulgare tem seus frutos comercializados principalmente na regido
de Belém e a espécie Astrocaryum aculeatum, também conhecida como tucuma-acu,
possui demanda consolidada e crescente de seu fruto na Amazodnia central, tendo como
principal mercado a cidade de Manaus (SANTOS et al., 2018). O tucumanzeiro (A.
aculeatum) é uma planta que de facil manejo, tolera solo &cido e pobre em nutrientes.
Tais condicOes sdo caracteristicos das regibes onde é encontrada, como por exemplo:
Acre, Amapa, Amazonas, Pard e Rondbnia (FERREIRA; CASTRO; GENTIL, 2010). Seu
fruto € apreciado na regido devido ao seu sabor exdtico, amanteigado e levemente
adocicado. Apresenta uma polpa de coloracdo que varia do amarelo ao laranja, ndo
suculenta e fibrosa (FERREIRA; FLOR; ANDRADE, 2015).

Como observado na Figura 5, o fruto tem como caracteristicas em sua fase

madura cor amarela e tons avermelhados e é proveniente de uma palmeira da familia das
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Arecaceae que possui de 10 a 25 m de altura e 15 a 30 cm de diametro. O tucumanzeiro
apresenta em seu caule espinhos escuros, folhas ascendentes e € amplamente distribuido
na regido, apresentando uma grande biodiversidade do género Astrocaryum (GENTIL;
FERREIRA, 2005; LIMA; MENDONCA; BARBOSA, 2006). A planta tem sido usada
desde a época dos Amerindios até os dias de hoje pelos povos amazonicos. A palmeira é
aproveitada quase que por completa para diferentes finalidades, desde construcdo até
artesanato (SHANLEY; SERRA; MEDINA, 2010). A polpa do fruto € comestivel e
muito apreciada como recheio de sanduiches na culinéria regional e possui um alto valor
nutritivo. O tucuma tem sido explorado em atividades farmacol6gicas, como por
exemplo, a atividade anti-hiperglicemiante, o efeito citoprotetor, a atividade lectinica, a
atividade antimicrobiana, a atividade antioxidante e atividade anti-inflamatoria
(OLIVEIRA; MOURA,; SILVA, 2018).

Figura 5 - Imagem do fruto de tucumanzeiro (Astrocaryum aculeatum).

Fonte: https://www.frutiferas.com.br/tucuma. Acessado em 07/04/2021.

O tucuma tem diversas propriedades nutricionais, como fonte de calorias, fibras,
provitamina A (betacaroteno) e outros carotenoides, compostos fendlicos, flavonoides e
lipideos, especialmente o acido oleico (AZEVEDO et al., 2017). Estudos demostram que
o fruto possui uma alta concentragdo de composto fendlicos, flavonoides entre outras
biomoléculas, o que Ihe proporciona um alto potencial antioxidante (SACRILLO et al.,
2015; SANTOS et al., 2018). Além disso, a espécie possui como caracteristicas quimicas

a capacidade de bloquear efeitos adversos causados pela existéncia de radicais livres,
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podendo também atuar como mediadores no processo de reducdo dos ions prata
(SANTOS et al., 2018).

2.4  Efeito biocida em sistemas bioldgicos (bactérias, fungos e leveduras)

2.4.1 Bactérias

As bactérias sdo microrganismos pertencentes ao grupo procariético e sao
capazes de se reproduzir por fissdo binario, replicando simultaneamente seu DNA e dessa
maneira, cada célula filha tera 0 mesmo genoma da célula mae (CARR, 2017). Possuem
uma estrutura muito parecida com 0s eucariontes, uma vez que possuem membrana
celular e ribossomos que contém informacgdes genéticas (ALJOHNY, 2015). Esses
organismos vivos sdo parte integral e inseparavel da vida na Terra, pois estdo diretamente
ligadas a ciclo de nutrientes, como por exemplo o do nitrogénio. Elas sdo encontradas
tanto no meio ambiente quanto em simbiose com outros seres vivos e habitam diferentes
porcdes desses seres mais complexos, como por exemplo na superficie da pele e mucosas
e no intestino dos homens e animais (WALKER, 2002). Muitas delas sdo inofensivas e
outras sdo benéficas para o hospedeiro, desenvolvendo o mutualismo entre espécies
(homem, animal, planta), fazendo a troca de nutrientes e aumentando a protecdo contra
patogenos e doencas, limitando assim a habilidade de colonizagdo por bactérias nocivas
(SANTOS, 2004).

As bactérias sdo divididas nos grupos Gram-positivas e Gram-negativas, sendo
tal classificacdo obtida apds um processo quimico de contato entre a cultura de bactérias
de interesse e um reagente especifico em um ensaio denominado de coloracdo de Gram
(CARR, 2017). Nesse teste, as bactérias que apresentam ao final do ensaio a coloracdo
azul sédo chamadas de Gram-positivas, enquanto as que adquirem a cor vermelha sdo
chamadas de Gram-negativas. A diferenca de coloracdo é devida as caracteristicas
particulares da parede celular das mesmas (MISBA; ZAIDI; KHAN, 2017). quatro outros
componentes envolvem as bactérias externamente: peptidoglicano, lipoproteinas,
membrana externa e lipopolissacarideos. Nas bactérias Gram-positivas, que possuem uma
parede celular de menor complexidade que as bactérias Gram-negativas, a camada de
peptidoglicano é responsavel por 40 % de toda massa celular da bactéria, deixando sua
parede celular mais espessa e rigida que a outra classe de bactérias (WALKER, 2002),

como representado na Figura 6.
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Figura 6 - Representacao das membranas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Fonte: Adaptado de https://biomedicinaglorios.wixsite.com/gloriosabiomedicina/single-
post/2017/05/ 22/coloragao-de-gram. Acessado em 07/04/2021.

Os dois grupos de bactérias podem causar diferentes tipos de infec¢éo e diferentes
antibioticos sdo eficazes contra elas. As bactérias Gram-positivas estdo envolvidas por
uma por uma cépsula protetora, sendo que essa cobertura inibe a atuagdo dos glébulos
brancos do sangue (responsaveis pela defesa do organismo) (SILVA et al., 2017). Sobre
a capsula, as bactérias Gram-positivas possuem uma membrana externa que as protegem
contra certos antibidticos. J& as bactérias Gram-negativas, quando perturbadas, suas
membranas podem liberar substancias toxicas chamadas de endotoxinas, que podem
contribuir para o agravamento dos sintomas durante infecgbes (TAFUR; TORRES;
VILLEGAS, 2011).

No cenério atual ha um grande esforco de pesquisadores a procura de agentes
antibacterianos para o tratamento de uma variedade de doencas infecciosas causadas por
bactérias patogénicas. O uso descontrolado de antibidticos resultou no aumento da
resisténcia microbiana a medicamentos (também conhecidos como superbactérias),
acarretando em uma diminuicdo significativa da eficacia do tratamento com antibioticos
tradicionais (SINGH et al., 2020). Com isso, ha uma demanda crescente na busca de
novos antibidticos que possam atuar contra esses patdgenos resistentes as drogas atuais.
Nesse contexto, a prata tem se destacado em varias pesquisas na literatura, uma vez que
possui uma extraordinaria eficacia contra varios microrganismos (NAM et al., 2016;
SINGH et al., 2020; WEI et al., 2015). Suas propriedades microbianas e alta estabilidade
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térmica oferecem varias opcdes de aplicagdes. Dentre essas, ha um uso em cosméticos
para a fabricacdo de cremes de pele e tecidos com propriedades bactericidas, como
exemplificado na Figura 7.

Figura 7 - Representacdo esquemaética de um tecido contendo nanoparticula de prata e

sua atuacdo contra bacteérias.
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Fonte: Adaptado de GOMES; COSTA; MOHALLEM, 2016.

Diversos fatores influenciam a acdo antimicrobiana das AgNPs, como por
exemplo, tamanho, forma, cristalinidade, quimica de superficie e agentes protetores.
Fatores ambientais também influenciam, tais como pH, forca idnica e a presenca de
ligantes, cations divalentes e macromoléculas (NAM et al., 2016; WEI et al., 2015).
Alguns estudos mostram que ha diversos mecanismos com os quais as AgNPs sdo capazes
de inibir o crescimento bacteriano. Segundo esses trabalhos had quatro possiveis
mecanismos de acdo: (1) interacdo com a membrana da célula do microrganismo, (2)
formacédo de ions Ag™, (3) interacdo das AgNPs com biomoléculas que contém enxofre
ou fésforo, tais como proteinas e DNA e (4) formacdo de buracos (pits) na membrana
celular. Outros estudos sugerem outros mecanismos, como por exemplo, a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e danificagdo da membrana celular ocasionada pelos
fons Ag* liberados pelas AgNPs (KALWAR; SHAN, 2018; KODURU et al., 2018).

As interacOes eletrostaticas entre as cargas negativas da superficie bacteriana e
0s cations prata carregados positivamente parecem ser fundamentais para a atividade
antimicrobiana das AgNPs. Acredita-se que a interacdo da prata com macromoléculas,
tais como enzimas, faz com que o DNA perca sua capacidade de replicagdo (KODURU
et al., 2018). Resultados também mostraram que os ions Ag* se ligam a grupos de
proteinas funcionais, principalmente as que apresentam o grupo tiol (-SH), resultando na

desnaturacdo e inativacdo das mesmas. Estudos relatam maiores efeitos bactericidas sobre
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bactérias Gram-negativas do que sobre bactérias Gram-positivas em razdo da diferenca
estrutural da parede celular dessas bactérias (KALWAR; SHAN, 2018; KODURU et al.,
2018).

A morfologia da célula desempenha um papel fundamental no efeito das
nanoparticulas em seu sistema. Para as bactérias Gram-negativas, que possuem uma fina
membrana celular de peptidoglicano, a ruptura de sua membrana pelo contato com as
AgNPs é facilitada. Por outro lado, as Gram-positivas possuem a parede celular mais
espessa, gque consiste em varias camadas de peptidoglicano, sendo que essa espessa
camada fornece melhor integridade da membrana celular e dificulta a ruptura celular.
Sendo assim, o efeito primario das AgNPs em bactérias Gram-negativas € através da
ruptura da parede celular da bactéria, enquanto nas Gram-positivas o efeito é
bacteriostético e estd associado a ao impedimento do crescimento celular da bactéria e
perturbacdo de outras rotas metabdlicas (LOPEZ-ESPARZA et al., 2016; PRASAD et
al., 2017).

2.3.2 Fungos e Leveduras

Assim como as bactérias, os fungos estdo presentes em todos os ambientes na
natureza e estima-se que existam aproximadamente 1,5 milhGes de espécies distintas
(NENOFF et al., 2014). A micologia, ramo da ciéncia que se dedicada ao estudo desses
microrganismos, desdobrou-se em multiplas especialidades com reflexo em varios ramos
de conhecimento e aplicacgdes, desenvolvendo bens e servigos como produtos quimicos e
farmacéuticos, comestiveis, laticinios, bebidas alcodlicas de todos os tipos e da &rea
biomédica (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2016; TORTORA; FUNKE; CASE,
2016).

Os fungos sdo organismos eucaridticos (possuem membrana nuclear
individualizada) e heterotréficos (seres que ndo sdo capazes de produzir seu proprio
alimento), obtendo sua alimentacédo a partir de matéria organica inanimada ou nutrindo-
se como parasita de hospedeiros vivos (NENOFF et al., 2014). Atualmente os fungos
constituem o reino Fungi, sendo este reino divido em 4 filos (Chytridiomycota,
Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016). Estes
microrganismos influenciam a vida do homem participando de processos desejaveis ou
prejudiciais. De modo geral, os fungos incluem os bolores (ou mofos) e as leveduras. Os
bolores sdo filamentosos e pluricelulares e as leveduras se apresentam sob a forma
unicelular (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2016).
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Os fungos apresentam na constituicdo de sua membrana celular o esterol,
equivalente ao colesterol encontrado na membrana celular de animais. Nos fungos, esta
classe esterol se apresenta na forma da molécula ergosterol, encontrado exclusivamente
nesses microrganismos (TORTORA; FUNKE; CASE 2016). Isto tem implicacOes
praticas importantes para a satde humana, pois permitiu que fossem desenvolvidas drogas
que atuam exclusivamente sobre o ergosterol para combater fungos em animais, sem que
haja nenhum efeito sobre a membrana animal. Logo, a acdo de drogas especificas para
leveduras se situa na desintegracdo do ergosterol, rompendo a membrana plasmaética do
fungo, sem causar efeitos colaterais graves ao hospedeiro (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2012; TORTORA; FUNKE; CASE, 2016). A resisténcia a alguns fungicidas do grupo
dos inibidores de biossintese do ergosterol se tornou um obstaculo no tratamento de
pacientes com AIDS que apresentam infeccdo fungica (MOREIRA et al., 2017).

Os mecanismos de agdo das nanoparticulas de prata nos fungos foram pouco
elucidados pelo fato da maioria das pesquisas disponiveis trabalharem preferencialmente
com bactérias. O principal mecanismo de acdo das AgNPs encontrado é devido a sua
interacdo com a membrana celular e posterior penetragcdo das mesmas no interior celular.
Em seguida, as nanoparticulas dificultam o processo de respiracdo celular, impedindo a
divisdo da célula e levando a sua morte (BOCATE et al., 2019). Também devido ao
pequeno tamanho das nanoestruturas, essas podem se ligar a superficie da célula sem
danificar a parede celular, impedindo-a de continuar com seus processos metabdlicos,
causando em seguida a morte celular (SALAS-OROZCO et al., 2019).

Outros estudos relatam que as nanoparticulas de prata inibem o crescimento dos
fungos da mesma forma que nas bactérias, inibindo o crescimento através da deterioracao
da parede celular e penetracgdo no interior da célula, prejudicando o funcionamento normal
das organelas incluindo as mitocondrias e ribossomos (BOCATE et al., 2019). Em um
estudo com o fungo Candida albicans foi demostrado a ruptura de sua membrana pelas
AgNPs, causando um aumento da permeabilidade celular, levando ao transporte anormal
através da membrana plasmatica e consequentemente, a morte celular (ROBLES-
MARTINEZ et al., 2020).

Alguns fungos podem causar grande prejuizo ambiental, prejudicando florestas
e paisagens. Na Coreia, uma espécie de fungo do género Raffaelea sp. tornou-se uma um
grande problema ambiental para os carvalhos (NGUYEN et al., 2020). O fungo é capaz
de invadir o tecido condutor em diversas espécies de arvores, provocando a cavitacéo,

descoloracéo, dessecacdo e disfuncéo dos vasos do xilema, bloqueando assim o fluxo de
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agua. Apos esse fungo se estabelecer nos vasos condutores das plantas, sua erradicacdo
possui baixa probabilidade de sucesso. Poucos fungicidas tém sido eficazes na cura dessas
doencgas e as poucas opg¢des possuem uso limitado devido ao alto custo (KAMATA et al.,
2002; MAYFIELD et al., 2008).

Nesse cendrio, Akther e Hemalatha (2019), avaliaram o efeito biocida das
nanoparticulas de prata no controle in vitro contra a espécie Raffaelea sp., onde foi
observado que o crescimento do fungo foi significativamente inibido em funcdo da
aplicacdo das nanoestruturas de prata. Além da inibicdo, observou-se também efeitos
prejudiciais com a germinagdo dos conidios. O estudo também mostrou o efeito das
AgNPs contra outro fungo, a Candida spp., obtendo resultados comparaveis ou até
melhor que muitos fungicidas tradicionais, como a tericina B (concentracdo fungicida
minima (MFC) em torno de 1 mg L™) itraconazol e voriconazol (MFC e torno de
8 mg L) ou caspofungina (MFC em torno de 1 mg L™).

3 OBJETIVOS
O objetivo geral do presente trabalho € obter nanoparticulas de prata a partir da
sintese mediada por extratos aquosos da polpa de tucum@ (Astrocaryum aculeatum) em
diferentes condic@es de sintese e verificar a atividade microbicida dos coloides metalicos

produzidos.

3.1  Objetivos especificos

- Obter os extratos aquosos da polpa de tucumé&@ em diferentes condicGes de
concentragéo;

- Caracterizar os extratos vegetais através da espectroscopia eletrénica UV-Vis;

- Sintetizar AgNPs utilizando extratos aquoso da polpa do tucuma (Astrocaryum
aculeatum) como agentes redutores e estabilizantes;

- Verificar a influéncia de parametros de reacdo, como concentracdo do extrato
vegetal, temperatura e pH do meio de reacdo na estabilidade dos coloides produzidos
através da espectroscopia eletrdnica no UV-Vis;

- Investigar o tamanho e estabilidade das AgNPs através da técnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta;

- Avaliar a atividade in vitro das AgNPs nos seguintes sistemas biologicos:

bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) e fungos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos e materiais de laboratorio
Tabela 1 - Equipamentos e materiais utilizados nos ensaios de producéo e caracterizacéo
das AgNPs.

Equipamentos Materiais de laboratorio

Espectrofotdmetro Visivel Quimis 798DRM Baldo volumétrico de 100 mL

Espectrofotdometro UV-Vis Bel UV-M51 Béqueres de 30, 50 e 100 mL

Balanca Analitica Shimadzu AUY220 Placas de Petri estéreis de poliestireno
Centrifuga 80-2B Centribio Pipeta volumétrica de 25 mL
Liquidificador Black&Decker LE450FBR Pipeta graduada de 2 e 5 mL
Autoclave Tubos de ensaio

Freezer Flex Brastemp BVR28MB Microrganismos: Escherichia coli;
pHmetro Hanna H18424 Staphylococcus aureus e Candida spp.
Estufa SPLabor 400/4

Agitador magnético Cienlab CE-1540/A;

4.2 Reagentes
Tabela 2 - Reagentes utilizados nos ensaios de producéo e caracterizacao das AgNPs.

REAGENTE FORMULA QUIMICA PROCEDENCIA
Acido nitrico P.A. HNOs Vetec
Hidroxido de Sodio P.A. NaOH Synth
Nitrato de Prata P.A. AgNO3 Laderquimica
Agar Mueller-Hinton - Kasvi
43  Métodos

4.3.1 Obtencéo do extrato aquoso da polpa de tucuma
O fruto foi adquirido in natura no mercado municipal Gesta Filho (-3°08'47.4"S
58°26'57.0"W) na cidade de Itacoatiara-AM. O tucumd, ap0s ser descascado
manualmente com auxilio de uma faca, teve 0 seu mesocarpo separado da semente.
Posteriormente, em almofarizes distintos, 2,00, 3,00 e 4,00 g do mesocarpo foram
macerados com uma pequena gquantidade de agua destilada por 5 minutos. Em seguida,

ocorreu a transferéncia para dois recipientes distintos e deixados em contato com um
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volume total de 200 mL de agua destilada por 24 horas na geladeira. Posteriormente, a
mistura foi centrifugada a 4.000 RPM por 10 minutos e a fracdo liquida foi coletada,
ficando armazenada por até 7 dias sob refrigeracdo ou até 1 més congelada até ser
utilizada. Os extratos aquosos de tucuma foram denominados de condi¢éo 1 (1,00 g de
polpa em 100 mL de agua), condicéo 2 (1,50 g de polpa em 100 mL de &gua) e condicéo
3 (2,00 g de polpa em 100 mL de agua).

4.3.2 Obtencao das nanoparticulas de prata

Apos a preparacdo do extrato de tucumd, 5 mL de aliquotas desses extratos nas
condicdes 1-3 foram combinadas com 50 mL de solugdo de 0,1 mmol L™ de nitrato de
prata, de forma a totalizar em cada recipiente de reacdo 55 mL de volume de mistura.
Logo apos a mistura, o pH da solucdo de reacdo teve ajuste para os valores de 5, 7 € 9
com auxilio de solugdes 0,05 mol L™ de HNO3 ou NaOH. Cada mistura foi inicialmente
mantida a temperatura ambiente em um béquer revestido com papel aluminio e sob
agitacdo constante, com o agitador magnético durante as primeiras 24 horas de reacdo,
sendo posteriormente deixadas na bancada em repouso em temperatura ambiente
(30°C).

4.3.3 Caracterizagdo das nanoparticulas produzidas

A formacéo das particulas foi investigada a partir da espectroscopia eletrénica
UV-Vis. Entre intervalos de tempo regulares, aliquotas da mistura entre AgQNOs e solucéo
de extrato vegetal foram retiradas para a leitura no espectrofotémetro UV-Vis. Os tempos
inicialmente estipulados para a coleta das aliquotas foram de 30 em 30 minutos para as
primeiras 4 horas e depois em 8 e 24 horas. Posteriormente, as medic¢des foram feitas a
cada 24 horas para determinagdo de sua estabilidade até o periodo de 21 dias. Em ensaios
subsequentes, empregou-se variacdes nos valores de temperatura (30, 40 e 50 °C) das
misturas reacionais apés a otimizacdo dos parametros de pH e concentragdo dos reagentes

previamente investigados.

4.3.4 Espalhamento de luz dindmico
As amostras contendo AgNPs foram diluidas em agua ultrapura, separadamente.
Em seguida utilizou-se o equipamento Zetasizer NanoZS - Malvern Instruments para a

determinacédo do didmetro hidrodinamico e o indice de polidispersividade (Pdl).
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Para analide de DLS o angulo aplica foi de 173° utilizando um laser de hélio-
nednio (4 mW) operando em 633 nm de comprimento de onda. Foram feitas trés réplicas
de cada amostra em modo automatico a 25°C. Ja para o potencial Zeta foram feitas trés
aquisi¢cdes em modo manual utilizando uma célula de eletroforese capilar apropriada em

cada replica.

4.3.5 Ensaios microbiologicos

Os ensaios microbioldgicos foram realizados empregando trés microrganismos
distintos, sendo estes E. coli, S. aureus e Candida spp.. Na primeira etapa, as placas de
Petri ficaram autoclavadas durante 20 minutos a 121 °C. O meio de cultura foi preparado
empregando 36 g de agar para 1 L de agua destilada, com posterior transferéncia dessa
mistura para placas estéreis e acondicionados na estufa a 37 °C. Na sequéncia ocorreu 0
cultivo das respectivas bactérias, na qual foi realizada a sua inocula¢do por 24 horas na
estufa a 37 °C. Logo em seguida, na terceira etapa foram vertidas as bactérias no meio de
cultura, tendo sido realizada a diluicdo da solucdo inicial contendo as bactérias até o valor
de 0,03 de absorbancia. Na etapa final introduziu-se de forma organizada aliquotas das
nanoparticulas obtidas por diferentes condi¢des experimentais, extratos da polpa, solu¢ao
de nitrato de prata (controle negativo) e antibiético de referéncia (controle positivo) nas
devidas placas de Petri, que foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Todos 0s experimentos

tiveram realizac6es em triplicata.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producédo de AgNPs

Apos a mistura da solugdo contendo o AgNOs e 0 extrato aquoso da polpa do
tucuma em diferentes condic¢des de concentracao foi observado uma mudanca de cor no
meio reacional, passando de incolor para o castanho claro e progressivamente, 0 meio
reacional adquiriu coloracdo mais intensa com o aumento do tempo de reacdo, conforme
ilustrado na Figura 8. Essa mudanca progressiva da coloracdo é oriunda do processo de
interacdo da luz com o sistema nanoparticulado de prata que resulta na oscilagéo coletiva
dos elétrons da banda de conducdo desses atomos metalicos, sendo tal fendmeno
conhecido como ressonancia de plasmon de superficie (RPS) (WANG et al., 2018). A
coloracdo castanha é tipicamente encontrada em dispersdes de nanoparticulas de prata
(CARSON et al., 2020; JAIN; MEHATA, 2017) e um aumento na intensidade da
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coloragdo na mistura esta relacionada com um aumento na concentracdo de
nanoparticulas dispersas no meio reacional, de acordo com a Lei de Beer-Lambert (JAIN;
MEHATA, 2017; PASTORIZA-SANTOS; LIZ-MARZAN 1999).

Figura 8 - Imagens dos meios reacionais para a condi¢do 1 de extrato de tucumé&, em pH
7, temperatura ambiente e em diferentes periodos de tempo de reacdo:
(A) 5 minutos, (B) 3 horas e (C) 3 dias.

Fonte: o autor.

Na Figura 9A observa-se o0 espectro eletrénico UV-Vis do extrato aquoso do
tucumad na condicdo 2 de diluigdo. Nele € possivel identificar a presencga de duas bandas,
sendo a primeira situada proximo a 280 nm, relacionada a transi¢do eletrénica n — n* e
a segunda na regido proximo a 200 nm, que esta relacionada a transicao eletrénica 1 —
n* (PAVIA et al., 2010). A Figura 9B apresenta os espectros eletronicos UV-Vis da
mistura entre o extrato de tucuma e a solugdo de AgNOs em fungdo do tempo de reacéo,
especificamente para a condicéo 2 do extrato vegetal e utilizando meio reacional ajustado
para o pH 7.

Esses graficos exibem as principais bandas observadas no intervalo de
comprimento de onda analisado para todas as outras condi¢des de dilui¢cdo de extrato e
de pH empregados em temperatura ambiente. Nesses espectros sdo observados a presenca
de duas bandas que aumentam as suas intensidades com o progresso da reacao, sendo a
primeira situada na regido entre 250 e 300 nm e a segunda entre 320 a 550 nm.
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Figura 9 - Espectros eletrdnicos UV-Vis do meio reacional para a condicdo 2 para o
extrato de tucuma (A) e extrato mais a solucao de nitrato de prata em diferentes periodos

de tempo (B).
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Fonte: o autor.

A primeira banda encontrada apresenta 0 maximo de absorbancia situado
proximo a 250 nm e esta relacionada com a transigao eletronica do tipo n — n* (PAVIA
et al., 2010), especialmente envolvendo os &tomos de carbono e oxigénio em carbonilas
(-C=0). Conforme reportado por Santos et al. (2018), a polpa de tucuma apresenta
elevadas concentracdes de compostos fenolicos e flavonoides, que possuem certa
quantidade de grupos carbonilas em suas estruturas. Com o progresso das reacdes para
formagdo das AgNPs envolvendo tais biomoléculas ocorre a transformagdo de suas
funcdes inicialmente da forma de alcoois para cetonas (carbonilas) nesses fitoquimicos
(MITTAL et al., 2014; RAO; PARIA, 2013). Logo, a quantidade de transigoes n — ©*

aumenta significativamente com o progresso da reacdo, sendo que 0S provaveis
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mecanismos que envolvem essas biomoléculas no processo de reducdo da prata catiénica
serdo discutidos subsequentemente. A segunda banda encontrada apresenta 0 maximo de
absorbancia proximo a 400 nm e esta relacionada a banda RPS das AgNPs formadas
(JAIN; MEHATA, 2017; MAGHSOODLOO et al., 2020). Também pode-se observar o
aumento progressivo no valor de absorbancia dessa banda durante 21 dias de
acompanhamento do progresso da reacao, indicando que nessa condi¢do, a reacao para a

formag&o das AgNPs ndo é instantanea.

5.2  Efeito da concentracao de extrato vegetal

A Figura 10 exibe os espectros eletronicos UV-Vis dos meios de reagao
contendo quantidades de extrato vegetal nas condicdes 1 (A), 2 (B) e 3 (C), com pH 9 no
meio reacional e em temperatura ambiente (30 °C) na regido de comprimento de onda que
contém a banda RPS das AgNPs (350 — 550 nm). Nos espectros da condic¢do 1, observa-
se a presenca de um sinal largo associado & banda RPS e que com o progresso da reagao
se torna ainda mais largo. Para os periodos de tempo mais longos, esse sinal alargado é
aparentemente constituido pela sobreposicao de duas bandas largas, uma centrada em 425
nm e outra em 500 nm.

Esse resultado indica que as nanoparticulas formadas nestas condi¢fes apresentam
elevado fator de polidispersividade e/ou ndo possuem uniformidade quanto a sua forma
(JAIN; MEHATA, 2017). Ainda foi verificado que o maximo de absorbancia registrado
para a condicao 1 ocorreu apés 1 dia de inicio da reacdo e que nos periodos subsequentes
foi observado uma leve reducdo nesse parametro, indicando possivel instabilidade das
AgNPs formadas nessas condi¢es em periodos de tempo mais longos. Tal fato pode estar
relacionado com a menor concentracao de fitoquimicos no meio reacional, o que pode ter
prejudicado o processo de estabilizacdo das nanoestruturas formadas (HEKMATI et al.,
2020; JAIN; MEHATA, 2017). Adicionalmente, deve-se considerar que essa diminuicao
na absorbancia em tempos de reacdo mais longos pode estar relacionada com a existéncia
de efeitos adsortivos do recipiente de reacdo (parede de vidro) com as AgNPs formadas
(DA COSTA et al., 2011).
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Figura 10 - Espectros eletronicos UV-Vis referente a mistura do sal de prata e o extrato
vegetal para os meios reacionais contendo quantidades de extrato de tucuma nas
condigdes 1 (A), 2 (B) e 3 (C), pH 9 do meio reacional e em temperatura ambiente.
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Nas condi¢Ges 2 e 3, onde a concentracao do extrato de tucuma é maior do que
na condigdo 1, as bandas RPS das AgNPs apresentam maiores valores de absorbancia
(efeito hipercrdbmico) apés 40 minutos de reagdo, indicando que a concentracdo de
fitoquimicos na condicdo 1 ndo foi suficiente para reduzir todos os cations prata presentes
no meio reacional. Adicionalmente, de acordo com a lei de Beer-Lambert (PAVIA et al.,
2010), maiores concentracdes de AgNPs no meio reacional foram encontradas nas
condicBes 2 e 3 em relacdo a condicéo 1.

Ao aumentar a concentracdo do extrato em meio reacional houve um aumento
na intensidade da banda, indicando a formagdo de uma maior quantidade de AgNPs.
Entretanto, observa-se que o valor de absorbancia maximo encontrado para a condicéo 2
(0,63 u.a.) é superior a encontrada na condi¢cdo 3 (0,58 u.a.). Tal fato sugere que possa
haver, em certa extensdo, uma competi¢do entre a reducdo dos ions metalicos e sua
complexacdo como reportado para flavonoides quando a concentracao de fitoquimicos é
aumentada em meios aquosos contendo ions metalicos (SOUZA; GIOVANI, 2004).

Outra diferenca observada com 0 aumento da concentracdo no extrato vegetal é
a reducgéo na definicdo da banda RPS das AgNPs e o deslocamento batocromico (red
shift) de sua posi¢do de maximo apos 7 dias de 400 nm (condi¢do 2) para 410 nm
(condicdo 3), indicando a formacdo de estruturas maiores e mais polidispersas com a
variacao desse parametro. 1sso sugere que possivelmente apds esse periodo as AgNPs tém
uma menor estabilidade, o que pode contribuir para a posterior agregacdo dessas
nanoestruturas (JAIN; MEHATA, 2017).

5.3 Efeito do pH
A influéncia do pH na producdo das AgNPs também foi investigada pela
espectroscopia UV-Vis atraves do acompanhamento da banda RPS das AgNPs, como
mostra a Figura 11 (A-C). Para a condicdo 2 de extrato vegetal, em meio reacional com
pH 5 (A), observou-se o com maior nitidez a banda RPS localizada entre 320 a 550 nm
apos trés dias de reacdo, em pH 7 (B) apo6s 8 horas e em pH 9 (C) ap6s 20 minutos de
reacdo. O valor de absorbancia maxima encontrado para o pH 5 foi de 0,27 u.a. enquanto

que para pH 7 foi de 0,42 u.a. eem pH 9, 0,67 u.a..
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Figura 11 - Espectros eletronicos UV-Vis para 0s meios reacionais nos valores de pH 5

(A), 7 (B) e 9 (C) empregando a condicdo 2 de extrato de tucuma e em temperatura

ambiente.
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Os resultados obtidos mostraram que o aumento do pH resultou no estreitamento
gradual da banda plasmon das AgNPs e 0 aumento de sua intensidade. Tais resultados
também foram observados previamente por outros autores em estudos com outros
extratos vegetais, demonstrando que o pH tem uma grande influéncia na forma e
velocidade de aumento desse sinal (DADA et al., 2019; JAIN; MEHATA, 2017).

Em meio &cido, alguns trabalhos mostram que a reacdo favorece a agregacgéo das
NPs, resultando em particulas maiores, o que justifica o alargamento da curva (DADA et
al., 2019; MANOSALVA et al., 2019). Ja em meio alcalino, a reacdo tende a favorecer a
nucleacdo, gerando AgNPs de menor didmetro e mais uniformes, o que resulta no
estreitamento da banda RPS observada em pH 9 em comparagdo com a observada em pH
7. Logo, o aumento da intensidade da banda RPS ocasionado pela alteracdo do pH do
meio reacional indica a maior capacidade de reducdo e estabilizacdo das AgNPs formadas
pela intermediacao dos fitoquimicos contidos no extrato da polpa do tucuma. 1sso sugere
gue uma grande quantidade de atomos de prata foi reduzida rapidamente em meio
reacional de pH 9, originando nanoestruturas de tamanhos menores (SINGH et al., 2020;
MOSAVINIYA et al., 2019) e com isso, causando as mudancas observadas nos espectros
eletrénicos da Figura 11.

5.4  Efeito da concentragdo de extrato vegetal e pH

A Figura 12 (A-C) mostra a evolucdo do valor maximo de absorbancia referente
a banda RPS para os meios de reacdo contendo diferentes concentracGes de extrato
vegetal e valores de pH em temperatura ambiente. Observou-se que todas as condigdes
de extrato vegetal com o meio alcalino houve a formagdo de uma maior quantidade de
AgNPs em um menor periodo de tempo em relacdo as amostras com o meio reacional de
pH 5 e 7, conforme explicado previamente. Para as trés condi¢Bes de concentracdo de
extrato vegetal em pH 5, os resultados obtidos de maxima absorbancia foram similares
(aproximadamente 0,25 u.a), além de apresentarem uma evolucdo da banda mais lenta
guando comparada aos demais valores de pH. Tais resultados sugerem que a presenca de
uma menor quantidade de atomos de prata reduzidos inicialmente (gérmens para
crescimento das AgNPs, também denominado como etapa de nucleacdo) favorece o
crescimento das estruturas formadas, tornando-as maiores e mais polidispersas entre si
(DADA et al., 2019; MOSAVINIYA et al 2019).
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Figura 12 - Evolugédo do valor méximo de absorbancia referente & banda RPS para 0s
meios de reacdo da condicdo 1 (pHs 5, 7 e 9) (A), condicéo 2 (pH 5, 7 e 9) (B) e condicdo
3 (pH 5, 7 e 9) (C) em temperatura ambiente.
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Observa-se ainda que a concentracdo do extrato vegetal influencia na quantidade
e taxa de formacdo das AgNPs formadas, isto €, concentragfes mais altas de tucuméa no
meio reacional (condigdo 2 e 3 - Figuras 12B e 12C) produziram sinais associados a banda
RPS com maior intensidade e em menor intervalo de tempo em comparacgao condigéo 1
para 0s mesmos valores de pH.

Especificamente para a condicdo 1 (Figura 12A) é possivel observar um
comportamento decrescente quanto as absorbancias maximas associadas as bandas RPS
das AgNPs em meios reacionais de pH 9 e 7 em comparacdo ao meio reacional de pH 5.
Pelo fato da reacdo em meio basico gerar uma maior quantidade AgNPs em um curto
intervalo de tempo e haver uma menor quantidade de fitoquimicos no meio reacional na
condicdo 1 para se ligarem a superficie das nanoparticulas, o sistema coloidal apresenta
uma reducdo na estabilidade e as mesmas se agregam apos certo tempo, resultado
semelhantes foram encontrados nos trabalhos de Jain e Mehata (2017) empregando
concentracOes baixas de extrato vegetal da folha de Ocimum sanctum (Tulsi). J& a reducéo
de intensidade no maximo de absorbancia para tempos de reagdo mais longos pode estar
relacionada também a presenca de processos adsortivos das AgNPs com a parede do meio
de reacdo (DA COSTA et al., 2011).

Trabalhos recentes sugerem alguns mecanismos de reacao entre fitoquimicos de
extratos vegetais e a prata catibnica para a reducdao do metal (KHOSHNAMVAND;
HUO; LIU, 2019; MEVA et al., 2019). Os principais mecanismos de formacéo das
nanoparticulas podem ser resumidos nas etapas de reducdo dos ions de prata (1),
agrupamento/nucleacdo (2), crescimento das nanoparticulas (3) e estabilizacdo da
superficie das AgNPs (4) (SILVA, 2014). Alguns autores sugerem que 0s grupos -OH
presentes em compostos fendlicos, como no caso de taninos e flavonoides, podem ser
responsaveis pelo inicio do processo de reducdo dos ions de prata. Nesta linha de
raciocinio, o oxigénio é capaz de inicialmente compartilhar um par de elétrons ndo-
ligantes com os cations prata, o que permite a sequéncia de reacdes que resulta na reducao
desse ion, como exibido na Figura 13 (ESLAMI et al., 2010; RAO; PARIA, 2013;
UIVAROSI et al., 2019).

Observa-se ainda na Figura 13 que dois grupos hidroxilas associadas ao anel
aromatico podem participar da reacdo de reducdo. Esse € um mecanismo que representa
0s indmeros outros que podem acontecer no meio reacional em virtude da grande

diversidade de fitoquimicos presentes em extratos vegetais.

38



Figura 13 - Proposicdo de mecanismo de reducdo da prata catidnica utilizando uma

espécie generica de composto fendlico.
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Possivelmente ocorre uma transformacéo dos compostos fenélicos da forma enol
(menos estavel) para ceto (mais estavel) ap6s a interacdo inicial entre o oxigénio da
funcdo enol com o cation prata. Dessa forma, ha uma mudanca na configuragcdo molecular
do composto fenolico inicial que libera 1 elétron para cada transformacdo da funcao
alcool (C-OH) em carbonila (C=0). Com isso, 0 elétron liberado por esse composto é
transferido para a prata catidnica atraves de duas reagdes possiveis de ocorrerem, que

resultam no mesmo produto formado: a prata reduzida.

5.5  Efeito da temperatura

A temperatura teve um efeito expressivo no tamanho e no tempo de formacao
das nanoparticulas. Na Figura 14 (A-D) sdo exibidos os espectros eletrénicos dos meios
reacionais com a variacdo do pH e temperatura, empregando a condi¢do 2 de extrato
vegetal. Investigou-se o efeito do pH 7 e 9 nas temperaturas de 40 e 50 °C e como ja
anteriormente explicado, em pH elevado houve uma maior formagdo de AgNPs.
Complementarmente, a temperatura elevada fez com que o sinal de absorbancia se
intensificasse ainda mais em relacdo as amostras de temperatura e pH inferiores.

Os espectros (A) e (B) exibem a evolugédo das AgNPs com 0 meio de reacdo em
pH 7 nas temperaturas de 40 e 50 °C, cujos valores de absorbancia maxima encontrados

foram de 1,29 e 1,40 a.u., respectivamente. Nos primeiros minutos de reacdo é possivel
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observar a presenca de um sinal largo associado a banda RPS, no qual, com o progresso
da reacgdo estreita-se e também se intensifica. Os espectros (C) e (D) apontam a evolugéo
das AgNPs em pH 9 no meio reacional e em temperaturas de 40 e 50 °C com valores de
absorbancia maxima encontrados de 1,77, e 1,87 a.u., respectivamente. E notado uma
maior intensidade das bandas em meio alcalino, refor¢cando os resultados anteriores, ao
qual observou-se o efeito do pH no aumento e no estreitamento da banda RPS. O mesmo
resultado também foi descrito por outros autores empregando outros extratos vegetais
(DADA et al., 2019; MANOSALVA et al., 2019; JAIN; MEHATA, 2017).

Os resultados sugerem que a temperatura tem uma influéncia direta na reacao de
formacéo das AgNPs. Isso supostamente esta relacionado com o aumento da velocidade
das particulas (d&tomos ou moléculas) que a mesma concede, ou seja, quanto maior a
temperatura, maior sera a energia cinética do sistema e consequentemente, maior a
probabilidade de uma colisdo entre as espécies reagentes superar a barreira de potencial
e haver a formacdo de produtos (HAMEDI et al., 2017; L1U et al., 2020).

As amostras obtiveram os valores de suas absorbancias maximas apés 1 dia de
reacdo, com excecdo da condicdo Figura 14A (pH 7, 40 °C) que apresentou o valor
méaximo de absorbancia apds 21 dias de reacao, possivelmente associado a menor taxa de
formacédo de AgNPs em meio neutro com relacdo ao meio alcalino (DADA et al., 2019;
JAIN; MEHATA, 2017). Outra discrepancia ocorreu com o valor maximo registrado para
a banda RPS na condicdo mostrada na Figura 14C (pH 9, 40 °C) que teve sua maxima em
apenas 4 horas de reacdo. Os resultados sugerem que o0 aumento da temperatura resultou
em uma maior capacidade de reducédo da prata. Sobre a caracteristicas morfodimensionais
das AgNPs, as condicGes em pH 7 (A e B) tiveram um deslocamento batocrémico (red
shift) logo nos primeiros minutos de reagdo. Porém, entre as amostras produzidas em meio
alcalino (C e D) ndo é possivel observar nenhum deslocamento em fungéo da temperatura,
sugerindo uma maior uniformidade quanto ao tamanho e/ou forma dessas AgNPs
formadas em pH 9 e em diferentes temperaturas (MOSAVINIYA et al., 2019; SINGH et
al., 2020).
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Figura 14 - Espectros eletrénicos UV-Vis para 0s meios reacionais nos valores de: pH 7,
40°C (A); pH 7,50 °C (B); pH 9, 40 °C (C); pH 9, 50 °C (D) empregando a condicao 2

de extrato de tucuma.
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Fonte: o autor.

A Figura 15 exibe os espectros da evolucdo do valor maximo de absorbancia
referente a banda RPS para os meios de reacdo em pH 7 e 9, nas temperaturas de 30, 40
e 50 °C e em condigdo 2 de extrato vegetal. Dessa forma é possivel examinar com maior
rigor o efeito da variacdo de temperatura na formacdo de AgNPs. Percebe-se que o0s
valores maximos de absorbancia encontrados para as condi¢cGes em pH 9 na temperatura
ambiente (30 °C) foi de 0,67 u.a., em 40 °C a maxima atingiu 1,77 u.a. e 50 °C foi 1,87
u.a.. Ainda é possivel verificar o tempo que as mesmas atingem o valor maximo de
absorbancia: enquanto a amostra de temperatura ambiente atinge 0 maximo apos 7 dias

de reacdo, em temperatura elevada (40 e 50 °C), todas as condicdes atingiram esse
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méaximo apds 1 dia de reacdo, com exce¢do da amostra (pH 9, 40 °C), que obteve seu

maximo apdés 4 horas de reacao.

Figura 15 - Evolucdo do valor méaximo de absorbancia referente & banda RPS para os
meios de reacdo da condicao 1 (pHs 5, 7 e 9) (A), condicdo 2 (pH 5, 7 e 9) (B) e condicdo
3 (pH 5, 7 e 9) (C) em temperatura ambiente.

2 ; ; -
J o pH7Z, 3@ °c
] | 4 pHT.40°C
] el e ——— _ e __-, ST T TP —a— pH 7, 50 LT
: e o = pH9.30°C
"":“1-5 e , ...................................... ......................... ....................... : 'pH‘.". 4..:' C
g - o Yo
3 e
g 14
s L R e OO 0 RN s NN T SONY ST TSN SIS ST NN S Sersteters ....................... P o
=] T : : :
— ] ; ; :
o ; : ;
0,5 it bbb s b b ....................... .................. ......
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
300 400 500 600

Tempo (horas)
Fonte: o autor.

Os resultados sugerem que 0 aumento da temperatura promove uma maior
producdo de AgNPs e em um menor tempo de reacdo. Esse efeito pode estar relacionado
com a maior energia cinética dos reagentes em decorréncia do aumento de temperatura
do meio reacional. Isso faz com que a ultrapassagem da barreira de potencial ocorra com
maior frequéncia desde o inicio da reacgdo, resultando em uma maior taxa de formacéo de
produtos em menor tempo. Em sintese, 0 aumento da temperatura acelera a nucleagdo e
o desenvolvimento de AgNPs. No caso do extrato vegetal, com 0 aumento da temperatura
a conversdo do agente redutor para um produto oxidado e que libera elétrons para o cation
prata é aumentada, sendo essa etapa importante para a sintese de AgNPs, sendo que a
mesma pode ser otimizada em temperaturas elevadas (DADA et al., 2019; HAMEDI et
al., 2017; LIU et al., 2020).

5.6  Analise por espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta
Através da técnica DLS pode-se observar o padrdo de flutuacdo da intensidade

da luz espalhada em um determinado angulo e em um volume fixo iluminado. Essa
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caracterizacdo fisica permite identificar o tamanho das particulas em suspensao e sua
polidispersividade (BHATTACHARJEE, 2016). Na Figura 16 observa-se a distribuicdo
de tamanho das AgNPs obtidas através da analise de DLS referente as amostras em
concentracdo média de extrato vegetal (condi¢cdo 2), meio alcalino (pH 9) em trés
diferentes temperaturas 30, 40 e 50 °C. Verificou-se que o tamanho médio em 30 °C foi
de 23,5+ 1,2 nm, em 40 °C foi de 18,8 £ 1,0 nm e em 50 °C 32,0 £ 2,2 nm.

As amostras produzidas nas temperaturas de 40 e 50 °C apresentam uma
distribuicdo bimodal, visto que as mesmas apresentam dois picos, um de maior e outro de
menor intensidade, como exibido na Figura 16. Percebe-se que a amostra obtida em 40
°C apresenta uma maior tendencia em formar AgNPs de menor diametro, uma vez que a
mesma também apresenta 0 menor tamanho meédio entres as outras amostras. Esse menor
didmetro médio pode estar relacionado com a maior velocidade de formacéo das AgNPs
nesta condi¢do, como ja mencionado anteriormente, j& que foi a Unica amostra a atingir a

méaxima de absorbancia em apenas 4 horas de reacao.

Figura 16 - Espalhamento de luz dindmico para as amostras em concentragéo de extrato
médio de extrato vegetal, meio alcalino nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C.
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Fonte: o autor.

Os resultados de DLS sugerem que conforme se eleva a temperatura (40 °C),
ocorre a formacdo de AgNPs com menor didmetro médio, e a medida que essa
temperatura é aumentada (50 °C) é notado um aumento da polidispersividade, ou seja,

sdo formadas populagdes de AgNPs com tamanhos mais diferentes entre si. Isso indica
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que temperaturas superiores a 40 °C dificultam a estabilizacdo dessas nanoestruturas de
prata, fazendo com que os mesmos se agreguem e formem diferentes populacdes de
tamanho. Uma possivel explicacdo para esse fenémeno é a possivel degradacdo térmica
de algumas espécies de biomoléculas responsaveis pela possivel estabilizacdo dessas
NPs, como por exemplo, os compostos fenolicos, conforme reportado por Inns et al.,
(2011) quando essa classe de compostos foi exposta a temperaturas superiores a 50 °C.

O indice de polidispersividade (PDI) também é um parametro usado para avaliar
o tamanho e distribui¢do das NPs, no qual o valor varia de 0 a 1 e quanto mais proximo
de 0, mais monodisperso é o sistema analisado, ou seja, mais homogéneas serdo as AgNPs
no caso deste estudo. Nesse contexto, o PDI obtido para a amostra obtida em temperatura
de 30 °C foi de 0,375, em 40 °C foi de 0,356 e em 50 °C foi de 0,465. Os resultados de
PDI corroboram com o observado na Figura 47, indicando a existéncia de uma ampla
variacdo das NPs obtidas. Segundo Bonato e Silva (2014) a sintese de AgNPs mediada
por extratos vegetais geralmente possuem um PDI moderado, ou seja, uma
monodispersividade moderada variando de 0,3 a 0,5, sendo que resultados semelhantes
também foram encontrados por outros autores (AIKHULAIFI et al., 2020; CHAND et
al., 2021).

O potencial Zeta é um do parametro fundamental que mede a estabilidade das
nanoparticulas produzidas através da medida de magnitude da repulsdo ou da atracao
eletrostatica. A estabilidade desse sistema é caracterizada pelo fato que as AgNPs em
suspensdo ndo se agregam para formar particulas maiores e quando entram em contato
com o solvente adquirem cargas elétricas em sua superficie, gerando um potencial, que é
denominado de Potencial Zeta (KAMSHAD et al., 2019).

As amostras apresentam uma carga superficial média de -28,6 para 30 °C, -27,4
para 40 °C e -27,3 para 50 °C. Segundo Clogston e Patri (2011), particulas com alto
potencial Zeta e mesmo sinal de carga, seja positivo (> +30 mV) ou negativo (<-30 mV)
irdo se repelir. Logo, ainda que os valores de potencial Zeta das amostras estejam
proximos de -30 mV, os mesmos exibem uma moderada tendencia a agregacdo. Os
resultados de potencial Zeta corroboram com observado durante os experimentos no
laboratério. Ap6s as amostras atingirem o valor méximo de absorbéncia, é possivel
identificar uma pequena agregacdo dessas AgNPs com o tempo. As amostras de AgNPs
produzidas em meios de temperatura elevada formaram precipitados apds o primeiro dia
de reacdo, principalmente as amostras com pH 7. Paras amostras produzidas a

temperatura ambiente, houve a visualizacdo de precipitado apds 5 dias do inicio da reacéo.
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5.7  Atividade microbicida das nanoparticulas

Devido seu efeito microbicida, as AgNPs obtidas neste estudo foram avaliadas
por meio do método de difusdo em agar. As amostras 1 (pH 9, 30 °C); 2 (pH 7, 40 °C); 3
(pH 9, 40°C); 4 (pH 7, 50 °C); 5 (pH 9, 50 °C); 6 (condigdo 2 do extrato de tucumé) e 7
(solucdo de nitrato de prata), foram avaliadas nos seguintes sistemas biologicos:
Staphylococcus auereus (Gram-positiva), Escherichia coli (Gram-negativa) e Candida
albicans (levedura). A Figura 17 exibe o resultado dos ensaios microbioldgicos em agar
a qual foi detectado atividade antimicrobiana para as amostras 3 e 7 frente & Escherichia
coli, com halo de inibicdo de 1,2 cm para ambas.

As AgNPs demostraram atividade microbicida apenas para a bactéria
Escherichia coli. Esses resultados corroboram com os disponiveis na literatura que
sugerem que as bactérias dessa classe sio mais suscetiveis a acdo das AgNPs (CLEBIS
et al., 2021; QUITERO-QUIROZ et al., 2019; RAMOS et al., 2020). Existem duas
explicacOes para esse fenbmeno, sendo que a primeira esta relacionada a maior espessura
da parede celular das bactérias Gram-positivas devido a maior quantidade de
peptidoglicano em comparacdo as bactérias Gram-negativas (WALKER, 2002). A
segunda explicacdo esta relacionada a presenca de acido lipoteicoico em bactérias Gram-
positivas que exerce a funcdo de protecdo desses microrganismos contra agentes externos
(MOHANBABA; GURUNATHAN, 2016).

Figura 17 - Ensaio antimicrobiano frente a bactéria E. coli.

Fonte: o autor.
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Alguns autores atribuem o efeito antibacteriano ao tamanho das AgNPs, logo,
guanto menor o didmetro maior € a acdo contra 0s microrganismos devido a facilidade de
penetracdo nas células bacterianas (AHMED et al., 2021; NURULAINI et al., 2019;
QUITERO-QUIROZ et al., 2019). Nesse sentido, a sintese em condi¢do em concentracéo
moderada de extrato vegetal, meio alcalino e com temperatura de 40 °C, como visto na
Tabela 3, apresentou nanoparticulas com menores diametros (18,8+1,0 nm) em relagdo
as outras condicdes propostas. Os resultados sugerem que essa condi¢do € as mais

adequadas para atender ao objetivo microbicida proposto nesse presente trabalho.

Tabela 3 - Didmetro médio das AgNPs em fung&o do pH e temperatura.

Temperatura pH9,30°C | pH7,40°C | pH9,40°C | pH7,50°C | pH9,50°C

Diametro médio
(nm)

Desvio padrao 1,2 38 1,0 3,2 2,2

23,5 77,0 18,8 74,8 32

Alguns autores sugerem que o aumento da area superficial das AgNPs esta
diretamente relacionado com a agdo bactericida da mesma (AHMED et al., 2021,
NURULAINI et al., 2019). Com a reducdo do tamanho médio dessas estruturas ocorre
uma potencializacdo de respostas devido a maior de interagdo com o0s sistemas
bacterianos. Acredita-se que a capacidade antibacteriana das AgNPs seja ampliada devido
a maior area superficial das mesmas, no qual pode ocorrer a maior liberacao de cations
Ag’. Em seguida, essa espécie idnica se liga a grupos funcionais de moléculas presentes
parede celular bacteriana carregadas negativamente, causando o rompimento da parede
celular, desativacdo de enzimas e/ou mudancas na permeabilidade da membrana
(KALWAR; SHAN, 2018; KODURU et al., 2018).

6 CONCLUSOES
Tendo um prévio conhecimento da composi¢do quimica do tucuma
(Astrocaryum aculeatum) através de trabalhos ja publicados, somado com os resultados
da espectroscopia UV-Vis do extrato vegetal, foi possivel identificar alguns possiveis
grupos de biomoléculas envolvidas no processo de redugdo dos ions prata para a formagao
das AgNPs. Logo, os resultados obtidos ndo sO6 evidenciam a participagdo de

biomoléculas na reacdo de reducédo, como também a concentracdo das mesmas influencia
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na estabilidade e quantidade de AgNPs formadas. O pH e a temperatura também séo
fatores que influenciam a formacéo de AgNPs e a sua estabilizagéo.

Os resultados da espectroscopia UV-Vis, aliados aos resultados do DLS e os
ensaios microbioldgicos sugerem resultados similares. As diferentes técnicas indicam que
as amostra em concentracdo média de extrato vegetal, meio alcalino e em temperatura de
40 °C ¢ a condigcdo mais promissora para 0 objetivo proposto. Através da espectroscopia
UV-Vis, observou-se que essa foi a Gnica condicdo que teve a maxima de absorbancia em
apenas 4 horas de reacdo, enquanto as demais demoraram aproximadamente 24 horas.
Pela técnica de DLS foi observado que essa condicdo de sintese supracitada que teve o
menor diametro hidrodindmico medio, além desta ter sido a Unica condicdo que

demostrou atividade microbiocida contra a bactéria Gram-negativa Escherichia coli.
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