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RESUMO

A producdo de nanoparticulas metalicas (NPMs) por rotas verdes destaca-se por
implementar conceitos referentes a Quimica Verde, de modo a minimizar impactos ao
meio ambiente causados ao utilizar metodologias tradicionais de sintese. O uso de
extratos vegetais para mediar a sintese de NPMs apresenta-se como uma alternativa por
conter metabdlitos secundarios capazes de auxiliar na formacdo e estabilizacdo de
nanoparticulas (NPs). Na floresta amaz6nica encontramos uma grande biodiversidade de
espeécies vegetais, e dentre elas destaca-se o agai, um fruto nativo da regido que contém
metabolitos secundérios com propriedades antioxidantes que exibem potencial para
mediar a sintese de NPMs. Consequentemente, este trabalho investigou a producéo de
nanoparticulas de prata (AgNPs) mediada por extrato aquoso de acai, investigando
diferentes parametros reacionais (concentracdo do extrato, pH e temperatura). As AgNPs
foram obtidas apds 1 dia para todas as condi¢6es, com sinal da banda plasmon entre 350-
450 nm, com destaques para as condicGes de extrato mais diluidas, em meio
neutro/alcalino em temperatura de 25° C. Para as condicOes investigadas foram obtidos
AgNPs esferoidais com diametro hidrodindmico de 21,0 £ 0,8 nm (25 °C); 9,0 £ 0,5 nm
(40 °C) e 129,3 + 5,6 nm (50 °C) e indices de polidispersividade (Pdls) de 0,283 + 0,004
(25 °C), 0,452 + 0,023 (40 °C) C) e 0,191 + 0,017 (50 °C), com potencial Zeta préximo
a -30 mV. As AgNPs apresentaram menor citotoxicidade frente a solucdo de AgNOs3, e
ndo exibiram atividade microbioldgica indicando uma forte capacidade
complexante/redutora dos metabdlitos secundarios presentes no extrato de acai.

Palavras-chaves: rotas alternativas; quimica verde; frutas da Amazo6nia, microbicida,
citotoxicidade.



ABSTRACT

The production of metallic nanoparticles (MNs) by green routes stands out for
implementing concepts related to Green Chemistry in order to minimize impacts to the
environment caused by using traditional synthetic methodologies. The use of plant
extracts to mediate the synthesis of MNs is presented as an alternative because it contains
secondary metabolites that can participate in the formation and stabilization of
nanoparticles (NPs). In this scenario, acai, a fruit native to the Amazon region that
contains biomolecules with antioxidant properties, exhibits the potential to mediate the
synthesis of NPs. The present study investigated the production of silver nanoparticles
(AgNPs) mediated by aqueous extracts of agai, assessing different reaction parameters
(acai extract concentration, pH and temperature). AgNPs were obtained after 1 day of
reaction for all conditions tested, with plasmon band signal detected at the 350-450 nm
range, especially when using more diluted extract conditions, and in neutral/alkaline
medium at 25° C. These spheroidal AgNPs exhibited hydrodynamic diameters of 21.0 +
0.8 nm (25°C); 9.0 £ 0.5 nm (40 °C) and 129.3 £ 5.6 nm (50 °C) and polydispersity
indices (Pdls) of 0.283 £ 0.004 (25 °C), 0.452 + 0.023 (40 °C) C) and 0.191 £ 0.017 (50
°C), with Zeta potential values close to -30 mV. The AgNPs showed lower cytotoxicity
to fibroblasts than the AgNOs solution, and did not exhibit microbiological activity,
indicating a strong complexing capacity of the secondary metabolites present in the acai
extract.

Keywords: alternative synthetic routes; green chemistry; plant extract; Amazon fruits;
microbicide; cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia pode ser definida como uma éarea interdisciplinar capaz de
englobar ciéncia e tecnologia para produzir novos materiais funcionais, proporcionando
maior qualidade de vida aos seres vivos (YADI et al., 2018). Os estudos voltados para
nanociéncia, ambito que lida com a manipulacdo de materiais em nivel nanométrico,
investigam formas de manusear estruturas em nanoescala para diferentes finalidades, por
exemplo, a minimizagdo de danos ambientais causados por interferéncia humana
(DISNER; CESTARI, 2016). O campo voltado para nanossintese vem emergindo nas
ultimas décadas, destacando-se pela producéo de nanoparticulas metalicas (NPMs) que
apresentam propriedades novas e/ou melhoradas quando comparadas aos sistemas micro
e macroparticulados, de modo a possuirem vantagens interessantes quando empregadas
em areas como catalise, microbioldgica, ciéncia espacial e ciéncias biomédicas (DUAN;
WANG,; LI, 2015; YADI et al., 2018).

Embora a nanossintese seja um campo com destaques recentes, relatos do seu
emprego ja foram reportados no decorrer da histéria da humanidade. Em diferentes
culturas as nanoparticulas metalicas eram utilizadas para produzir efeitos coloridos em
vidros e ceramicas, por exemplo, na Europa os vitrais das igrejas exibiam cores vibrantes
e vivas devido a presenca de nanoparticulas de ouro (ADIL et al., 2015), outro exemplo
é encontrado na Roma do século IV a.C, o vidro do célice de Licurgo (Lycurgus cup), no
qual combina nanoparticulas de prata (AgNPs) e ouro para proporcionar efeitos coloridos
guando a luz incide por diferentes angulos (LOOS, 2015). Na China, desde o século XIX,
as nanoparticulas de prata sdo empregadas como agentes antimicrobianos em locais
publicos, como ferrovias e pracas, dispersas em solu¢des aquosas sobre a superficie dos
materiais (PRABHU; POULOSE, 2012).

Atualmente, na nanossintese ha um crescente nimero de estudos voltados para
investigar as propriedades de nanoparticulas metalicas como agentes antimicrobianos
como um meio alternativo para tratar microrganismos patdgenos (GONZALEZ-
VARGAS et al., 2017), principalmente considerando 0 seu uso externo como
revestimentos de superficies. Desde o século XX sdo utilizadas drogas antibidticas para
inibir doengas causadas por bactérias, fungos e virus (MARIA, 2014), no entanto, 0 uso
indiscriminado desses medicamentos ocasionou a evolucdo/resisténcia destes
microrganismos resultando na ineficiéncia dos tratamentos convencionais (RAI et al.,
2014; SIRELKHATIM et al., 2015). Desse modo, ha a necessidade de busca por novos

agentes antimicrobianos e nesse cendrio, as nanoparticulas metalicas surgem como uma
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alternativa interessante por exibirem atividade inibitéria microbiana e baixa
probabilidade de resisténcia por parte dos microrganismos (GAILLET; ROUANET,
2015). Entre elas, destacam-se as nanoparticulas de prata (AgNPs), pois quando
comparadas aos outros metais, a prata e seus compostos dispdem de maior efeito
antimicrobiano, maior toxicidade para 0s microrganismos e a0 mesmo tempo menor
toxicidade as células de seres multicelulares (ALMEIDA et al., 2017; GE et al., 2014).

Estudos revelam que as AgNPs desenvolvidas por diferentes métodos possuem
habilidade de inibir o crescimento microbiano devido ao seu tamanho, desse modo,
interagindo amplamente com a superficie do microrganismo, o que acarreta em alteracdes
morfolégicas e celulares que induzem a morte celular em um curto periodo de tempo (GE
et al., 2014; GONZALEZ-VARGAS et al., 2017; RAI et al., 2014). Diante disso, as
nanoparticulas de prata apresentam atualmente uso como revestimentos para reduzir
infeccdes em diferentes produtos hospitalares como curativos, dispositivos médicos,
equipamentos cirdrgicos e nos sistemas de purificacdo hospitalar, tornando-se a nova
geragéo de agentes antimicrobianos (BARKAT et al., 2018; OGUNDONA et al., 2020;
SIM et al., 2018).

Os principais métodos para producdo de NPMs fundamentam-se em técnicas
fisicas e quimicas que sdo capazes de liberar em seu processo residuos com potencial
nocivo ao meio ambiente (GEBRU et al., 2013) e como consequéncia, expde a
necessidade de desenvolver metodologias alternativas viaveis e favoraveis do ponto de
vista ecologico (HYEON; MANNA; WONG, 2015). Com a finalidade de obter rotas mais
sustentaveis, conceitos referentes a Quimica Verde sdo adotados para a producdo de
AgNPs, como a utilizacdo de extratos vegetais para a mediacdo da sintese dessas
estruturas (DUAN; WANG; LI, 2015; GHAEDI et al., 2015). A sintese de NPMs mediada
por extratos vegetais tem como vantagens menor impacto ambiental e pode ser
economicamente competitiva, proporcionando aplicacbes em uma gama de setores que
ndo seriam permitidos ao utilizar precursores que apresentam toxicidade aos seres
humanos e animais (BEYENE et al., 2017).

A regido amazonica dispde de uma rica biodiversidade vegetal e sua abundante
matéria-prima exibe caracteristicas propicias para a mediacdo na sintese de
nanoparticulas metalicas, como o fruto acai (Euterpe oleracea), muito utilizado no setor
alimenticio. O acai possui metabdlitos secundarios que apresentam propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (YAMAGUCHI et al.,, 2015), em especial o0s
compostos fendlicos (SOOD; CHOPRA, 2018), com destaque para o grupo dos
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flavonoides, que possui como seu principal representante no acai as antocianinas
(YAMAGUCHI et al., 2015) responsaveis pela coloragdo escura do fruto. Estas
substancias exibem potencial de atuagdo como agentes redutores dos ions de prata,
permitindo a producdo de nanoparticulas de prata (SARANYA et al., 2017) por uma

abordagem alternativa e ecologicamente mais correta.

2. REFERENCIAL TEORICO

A nanotecnologia juntamente com a nanociéncia busca investigar a aplicacao de
materiais nanomeétricos em diferentes areas da ciéncia, como quimica, biologia e
medicina, devido a sua capacidade Unica de amplificar a eficiéncia do material em
comparagdo aos micro e macromateriais (KECILI; BUYUKTIRYAKI; HUSSAIN,
2019). Os conceitos que envolvem a nanotecnologia sdo considerados recentes, sendo
este relatado pela primeira vez por Richard Feynman em 1959, em sua palestra intitulada
“There’s Plenty of Room at the Bottom” e somente 28 anos depois o engenheiro Kim Eric
Drexler em seu livro “Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology”
introduziu e definiu o termo “nanotecnologia” ao propor a ideia de produzir materiais em
nanoescala (BERA; BELHAJ, 2016).

Na nanotecnologia trabalha-se principalmente com nanoparticulas (NPSs),
frequentemente denominada como “engineered nanomaterial” (BERA; BELHAJ, 2016),
tratando-se de estruturas com dimensdes entre 1 a 100 nm (ADIL et al., 2015). Tais
materiais apresentam uma alta proporcdo de area de superficie em relacdo ao volume
ocupado, sua caracteristica mais importante, propiciando maior interacdo com outras
estruturas (PANTIDOS; HORSFALL, 2014), o que leva a diferencas quimicas e fisicas
em suas propriedades com relacdo a micro e macroestruturas (IRAVANI, 2011).

As nanoparticulas metalicas se destacam como materiais eficientes na nanociéncia
por exibirem na escala nanométrica propriedades especificas, como por exemplo, maior
tolerancia a temperatura e condutividade elétrica, variedade de coloracdo, aumento da
reatividade quimica e atividade catalitica, maior estabilidade, maior capacidade de
ligagdo com outros compostos, propriedades opticas, entre outros (IRAVANI, 2011;
MARSLIN et al.,, 2018). Por apresentar caracteristicas unicas, dispéem de diversas
empregabilidades em areas como a Optica para o desenvolvimento de biossensores, nas
ciéncias biomédicas para o tratamento de cancer, no setor farmacéutico com agentes
antimicrobianos e na catalise como nanocatalisadores (IRAVANI, 2011;
NASROLLAHZADEH et al., 2019; PANTIDOS; HORSFALL, 2014).
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As nanoparticulas metalicas podem ser sintetizadas por diferentes métodos fisicos
e quimicos tradicionais (KUPPUSAMY et al., 2016). No entanto, sua maioria envolve
custos elevados e/ou a utilizacdo de produtos quimicos com potencial de gerar residuos
nocivos ao meio ambiente (HYEON; MANNA; WONG, 2015). Em contrapartida ha os
métodos biossintéticos, que surgem como alternativas simples e vidveis aos métodos
tradicionais de obtencdo de NPMs capazes de suceder os meios tradicionais ao empregar
microrganismos ou extratos vegetais na produgdo das nanoparticulas (GHAEDI et al.,
2015).

Todos os métodos disponiveis para a producdo de nanoestruturas podem seguir
duas abordagens distintas denominadas “top-down” e “bottom-up”, onde sua aplicagdo é
permitida em qualquer campo de pesquisa em nanoescala (YADI et al., 2018). A
abordagem bottom-up consiste na auto-organizacdo dos materiais nanoestruturados em
correspondéncia aos constituintes iniciais em tamanho atémico ou molecular e envolve
uma reducdo quimica ou bioldgica. De maneira antagbnica, a abordagem top-down se
baseia na fragmentacdo da matéria a partir de estruturas maiores (macro e
microestruturas) para adquirir a nanoestrutura idealizada, sendo que nesta abordagem
ocorre a quebra de um metal em escalas maiores para a formacdo do nanomaterial
(COURA et al., 2018; KECILI; BUYUKTIRYAKI; HUSSAIN, 2019). Os métodos e
abordagens implementados para produzir as nanoparticulas sdo importantes para
obtencdo de diferentes nanoestruturas. No entanto, caracteristicas e propriedades como
estabilidade e tamanho dependem também de condi¢des experimentais, por exemplo, 0
tempo de reacdo, a temperatura e 0 uso ou ndo de agentes estabilizantes (BEYENE et al.,
2017).

As nanoparticulas metalicas obtidas por meios biossintéticos sdo conceituadas
como coldides dispersos em solventes aquosos com aplicagcdes interessantes na industria
farmacoldgica para supressao de enfermidade causadas por bactérias, fungos e virus
(KUPPUSAMY et al., 2016). As nanoparticulas de prata destacam-se entre os sistemas
nanoparticulados, principalmente por atuarem como agentes antimicrobianos
(OGUNDONA et al., 2020), mesmo que estejam em estado sélido (SIDDIQI; HUSEN;
RAO, 2018) e em micro/macroescala (LEE; JUN, 2019). Nesse sentido, estima-se que
aproximadamente 320 toneladas de AgNPs sédo fabricadas por ano e empregadas nas areas
de nanomedicina, biossensoriamento e no revestimento superficial de embalagens
alimenticias (SIDDIQI; HUSEN; RAO, 2018).
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Os compostos de prata, tradicionalmente desempenham papel de agentes
antimicrobianos capazes de controlar infecgfes corporais, evitam a deterioragdo de
alimentos e sdo capazes de tratar Ulceras (BEYENE et al., 2017; KUPPUSAMY et al.,
2016; YADI et al., 2018). Seu uso foi amplamente difundido antes da descoberta dos
antibioticos, especialmente na Primeira Guerra Mundial, ao utiliza-la para tratamento de
infeccdes e feridas de soldados (VAID et al., 2020).

As propriedades antibacterianas da prata foram comprovadas e regulamentadas
inicialmente em 1920 pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos para o
tratamento de ferimentos, permitindo a aceleracdo do processo de cura (DURAN et al.,
2016), visto que sdo descritas em estudos como ndo-toxicas aos humanos e néao
apresentarem danos colaterais aos individuos quando utilizadas em concentracgdes baixas,
juntamente com a capacidade de inibir o crescimento de uma gama de bactérias no
sistema humano (SIDDIQI; HUSEN; RAO, 2018). No entanto, segundo Bocate et al.
(2019), indicios sobre a toxicidade dos compostos de prata como as nanoparticulas a
salide humana ainda n&o é clara.

As nanoparticulas de prata exibem alto potencial biocida para diferentes grupos
de microrganismos e estudos recentes estdo voltados para o emprego de AgNPs na area
médica, principalmente por demonstrarem maior eficadcia em comparagdo as drogas
antibioticas, ao inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(PANTIDOS; HORSFALL, 2014). Adicionalmente, também sdo capazes de inibir a
proliferacdo de diferentes fungos patégenos (KHATAMI et al., 2016), tornando-se um
potencial antifungico com menor toxicidade e custo em relagdo aos antifungicos
sintéticos encontrados atualmente (BOCATE et al., 2019). As AgNPs detém como
vantagem maior atividade citotoxica em relacdo aos materiais em maior escala de
tamanho, agindo em niveis celulares, subcelulares e biomoleculares (SIDDIQI; HUSEN;
RAO, 2018). Suas interacdes com os meios bioldgicos sdo relatadas por dispor de um
conjunto de atividades dependendo de sua forma quimica (nanométrica, como um metal
reduzido ou idnica, na forma de um sal de prata) e propriedades fisicas (tamanho, forma,
cristalinidade) capazes de impactar em sua acdo antimicrobiana (PAREEK; GUPTA;
PANWAR, 2018).

Diversos mecanismos de interacdo entre as nanoparticulas e bactérias foram
relatados nos ultimos anos. Em uma dessas possibilidades, ha a interacdo das
nanoparticulas de prata com a parede celular bacteriana, permitindo que haja o

ancoramento das AgNPs e posterior penetragdo nas células. Nesse processo ocorre uma
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alteracdo da estrutura na membrana, causando a formac¢do de “pogos” em sua superficie,
ocasionando a inviabilidade celular (KUPPUSAMY et al., 2016; ROY et al., 2019).
Outro mecanismo proposto é a dissociacao parcial das nanoparticulas de prata em cations
prata, espécie capaz de induzir dano a superficie celular e acarretando na morte do
microrganismo (YANG et al., 2021). Também € descrito na literatura 0 mecanismo de
interacdo de AgNPs com o DNA bacteriano, no qual as nanoparticulas interagem
fortemente com grupos fosfatos presentes no DNA nessa estrutura, impedindo sua
replicacdo e consequentemente, encerrando a viabilidade celular (DAUTHAL,

MUKHOPADHYAY, 2016). Alguns desses mecanismos estdo ilustrados na Figura 1.

Figura 1 - Diferentes mecanismos de inibi¢do bacteriana por AgNPs.
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Fonte: Adaptado de ROY et al., 2019.

Assim como € de interesse compreender 0s mecanismos de acao antibacteriano
das AgNPs e pesquisas buscam investigar os possiveis mecanismos de inibicdo das
nanoparticulas para os fungos. E proposto atualmente que assim como nas bactérias, as
AgNPs interagem com compostos no DNA flngico, impossibilitando sua replicacdo e
ocasionando a morte celular (BOCATE et al., 2019; GUERRA et al., 2020). Outro
mecanismo proposto para a interacdo das AgNPs com a membrana plasmatica fangica
ocorre pelo bloqueio das bombas de prétons, causando a desnaturagdo proteica da
superficie fangica e proporcionando a sua morte (NISAR et al., 2019). As nanoparticulas

de prata podem ainda inibir a proliferagdo de microrganismo de inimeras outras formas,
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tornando a probabilidade de patdgenos desenvolverem resisténcia a prata virtualmente
impossivel (GAILLET; ROUANET, 2015), e consequentemente, possibilitando o
emprego de AgNPs como um agente de controle microbioldgico.

Com o aumento na investigacdo da aplicacdo de nanoparticulas para fins
biomédicos, € de interesse adotar meios de producdo com menor toxicidade aos seres
vivos. Desse modo, os métodos de biossintese incorporam os 12 principios da quimica
verde, em especial a sintese quimica menos perigosa, a utilizacdo de solventes mais
seguros e 0 uso de matérias-primas renovaveis (KADZINSKI et al., 2018; NAYAK et
al., 2016) para serem empregados na mediacdo do processo de formacdo de
nanoparticulas.

As NPs sintetizadas a partir dos métodos verdes podem exibir maior toxicidade
aos microrganismos que as obtidas por métodos tradicionais (SIDDIQI; HUSEN; RAO,
2018; SINGH et al., 2018). Por exemplo, na revisdo de AGARWAL et al. (2018) foi
relatado a obtencdo de nanoparticulas por extrato vegetal com melhor atividade
antibacteriana que nanoestruturas derivadas de rotas tradicionais, consequéncia do
recobrimento de sua superficie por distintas biomoléculas que exibem atividade
farmacoldgica inibitoria, permitindo maior interacdo das NPs com a membrana
bacteriana.

Dessa forma, uma das principais abordagens investigadas para a sintese de
nanoparticulas no campo da biossintese € a adocdo de reagentes de origem vegetal, por
exemplo, o uso de diferentes partes de plantas (folhas, caules, cascas, flores, frutas, etc.).
Isso ocorre devido a presenca de metabdlitos secundarios (proteinas, compostos
fendlicos, flavonoides, aminoécidos e vitaminas) capazes de desempenhar papel de
agentes redutores e estabilizantes das estruturas metélicas, consequentemente,
produzindo nanoparticulas de diferentes tamanhos e formas (ADIL et al., 2015; SIDDIQI;
HUSEN; RAO, 2018). Os diferentes metabdlitos secundario encontrados no extrato
vegetal podem interagir com sais de prata, em especial na forma de nitrato, levando a
formacdo de nanoparticulas de prata. A seguir é proposto o mecanismo geral de reacao
para biosintese de AgNPs (KUPPUSAMY et al., 2016).

Ag*(aq) + NO3(aq) + extrato vegetalag) — Ag°NPS(oly + subprodutosag
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Vale ressaltar que a sintese de nanoparticulas de prata produzidas por extratos
vegetais possui diversas vantagens sobre outros procedimentos tradicionais ou bioldgicos
devido a rica biodiversidade vegetal e os metabdlitos secundarios presentes nos extratos
agirem como redutores e estabilizantes naturais. Além disso, 0s extratos vegetais sdo de
facil manuseio, apresentam maior seguranca na manipulacdo, possuem menor custo
energeético para obtencdo, sdo amplamente disponiveis e resultam em grande rendimento
de nanoparticulas (BEYENE et al., 2017; KUPPUSAMY et al., 2016; YADI et al., 2018).
A biossintese de AgNPs por extratos vegetais € realizada considerando parametros de
reacdo como a concentracao dos reagentes (extrato vegetal e nitrato de prata (AgNO3)),
tempo de reagéo, pH e temperatura, de forma a serem otimizados visto que sdo fatores
capazes de influenciar o tamanho, morfologia e taxa de reacdo dessas nanoestruturas,
independentemente do método de sintese (DADA et al., 2018).

Diferentes estudos estdo voltados para a investigacdo do efeito que a concentracdo
do extrato vegetal, em relacdo a disponibilidade de seus metabdlitos secundarios,
influencia no formato das nanoparticulas produzidas. A revisdo de Srikar et al. (2016)
descreve que o tamanho e morfologia das nanoparticulas sdo afetadas diretamente pela
fracdo de extrato disposto no meio reacional, por exemplo, aumentando a concentracédo
do extrato vegetal ha maior possibilidade de obtencdo de nanoparticulas com tamanhos
reduzidos. Do mesmo modo, diferentes concentragdes de ions Ag® acarretam em
alteracdes no tamanho das nanoparticulas, a medida em que se eleva as concentracdes de
Ag" particulas maiores sdo sintetizadas (DADA et al., 2019). Deve-se considerar também
o tempo de contato entre o extrato vegetal e os ions de Ag" como um parametro que
influencia a reducdo dos ions metalicos em AgNPs, assim, a disposicdo dos agentes
redutores em relacdo ao tempo possibilita investigar a taxa de formacdo das
nanoestruturas (DADA et al., 2019; MAHIUDDIN; SAHA; OCHIAI, 2020).

Um pardmetro fisico-quimico fundamental durante o processo de biossintese de
AgNPs é o pH, consistindo em um fator determinante para seu tamanho, forma e
rendimento da reacdo (JAVED et al., 2020). O pH é capaz de influenciar a forma e o
tamanho das nanoparticulas pois modifica os estados eletrostaticos das biomoléculas
presentes no extrato, alterando o seu potencial de redugéo, assim como suas habilidades
de estabilizag&o e consequentemente o crescimento das nanoparticulas (JAIN; MEHATA,
2017). Estudos como de Mahiuddin, Saha e Ochiai, (2020) e Srikar et al. (2016) sugerem
gue em um meio reacional basico sdo obtidas AgNPs com maior estabilidade, elevada

taxa de formacdo pelo tempo e maior rendimento de reacdo, além de formar
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nanoparticulas menores, uniformes e geralmente esféricas. Em contrapartida, o0 meio
acido pode propiciar a agregacdo das AgNPs e impedir a formacdo de novas particulas.
Desse modo, 0s meios reacionais basicos mostram-se mais favoraveis para a biossintese
de AgNPs que os meios acidos (MAHIUDDIN; SAHA; OCHIAI, 2020).

A temperatura é outro parametro com capacidade de exercer grande influéncia na
producdo de AgNPs por extrato vegetal, visto que controla a cinética da reacéo alterando
a taxa de sintese, morfologia e tamanho das particulas (DADA et al., 2019; JAVED et
al., 2020). No estudo de Jain e Mehata (2017) é descrito a obtencéo de nanoparticulas
com tamanho reduzido em temperaturas mais altas, relacionando o tamanho das particulas
produzidas com a temperatura. Com uma temperatura maior, hd 0 aumento da energia
cinética das biomoléculas presentes no extrato vegetal, acarretando em uma maior taxa
de conversdo dos ions Ag* em Ag® por intervalo de tempo no meio reacional,
impossibilitando o crescimento do tamanho da particula. Dessa forma, particulas
menores, uniformes e com maiores rendimentos sdo sintetizadas em temperaturas mais
elevadas (RAO; TANG, 2017). O aumento de temperatura é favoravel para otimizacdo
da sintese de nanoparticulas até certo ponto, pois temperaturas extremamente altas podem
causar degradacdo dos metabolitos secundarios encontrados nos extratos, inviabilizando
a reducdo da prata metalica em AgNPs (JAVED et al., 2020).

Atualmente, as nanoparticulas podem ser caracterizadas principalmente por seu
tamanho, morfologia e area superficial utilizando diferentes técnicas
(SANTHOSHKUMAR; RAJESHKUMAR; KUMAR, 2017). A técnica de
espectroscopia eletrénica de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis) é um dos principais métodos aplicados para caracterizar as estruturas eletronicas e
propriedades Opticas das nanoparticulas metalicas, consistindo no estudo da resposta as
ondas eletromagnéticas pela amostra (MENON; RAJESHKUMAR; KUMAR, 2017). As
propriedades Opticas apresentadas pelas nanoparticulas metalicas sdo caracteristicas das
oscilacBes coletivas dos elétrons da banda de conducdo, denominada ressonancia de
plasmon de superficie (RPS), no qual ha uma interacdo das NPMs com o campo
eletromagnético da luz (KOBYLINSKA et al., 2020). No espectro eletromagnético que
compreende a faixa do visivel, os metais nobres nanoparticulados como prata, cobre e
ouro exibem uma banda plasmon bem definida, podendo ser identificada com o auxilio
da espectroscopia UV-Vis, variando a sua posicdo de maximo na faixa entre 190 nm a
700 nm (SHUKLA; IRAVANI, 2017; WANG et al., 2017). A técnica contribui também

para 0 monitoramento do progresso da reacdo avaliando diferentes pardmetros, como
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concentracdo, pH e temperatura na estabilidade dos coloides produzidos, além da
obtencgéo de dados que permitem inferir sobre dimensdes e formas dessas nanoestruturas
produzidas (WANG et al., 2017).

No campo da biossintese, 0 emprego de extratos de frutas para produzir
nanoparticulas metalicas mostra-se uma abordagem promissora, uma vez que na literatura
diversos exemplos sdo expostos, como o uso de espécies de amoras, uvas, graviolas, entre
outros (ATHITHAN et al., 2020; KUMAR et al., 2020; RAZAVI et al., 2020). Na floresta
amazonica encontra-se uma vasta diversidade de frutos nativos, no qual o agai (Euterpe
oleracea) destaca-se por ser difundido como bebida energética, exibindo propriedades
benéficas a saude e que sdo vinculadas a sua composi¢do quimica (DE OLIVEIRA;
SCHWARTZ, 2018) apresentando potencial para sintetizar nanoparticulas de prata.

O acai € encontrado particularmente em terrenos de varzea e igapd, sendo o seu
periodo de frutificacdo ao longo de todo o ano, em especial se obtém maior safra no verao
(DA SILVA et al., 2020b). A polpa de acai ndo é somente utilizada como bebida
energeética, uma vez que na industria alimenticia sdo produzidos sorvetes, xaropes, acai
em po, doces, geleias, licores, corantes naturais, entre outros (COSTA; SILVA; VIEIRA,
2018). Na regido Norte do Brasil € consumido principalmente na forma de suco, obtido
através do processo de despolpamento em maquinas mecanicas de compressdo com
adicdo de agua (DA SILVA et al., 2020a). Sua produ¢cdo movimenta a economia local,
gerando emprego para mais de 50.000 familias e arrecadando mais de US$ 150 milhdes
por ano (CARVALHO et al., 2017).

A composicdo quimica do agai possui diversas substancias bioativas responsaveis
por propriedades antioxidantes, bactericidas, antivirais, anti-inflamatorias e antifungicas
(BOEIRA et al., 2020; YAMAGUCHI et al.,, 2015). Os principais metabolitos
secundarios identificados sdo os flavonoides, principalmente os compostos fendlicos da
classe das antocianinas, com predominancia da cianidina 3-O-glicosideo (26 a 30%) e
cianidina 3-O-rutinosideo (60 a 67%) (CARVALHO et al., 2017; DA SILVEIRA et al.,
2019; PORTINHO; ZIMMERMANN; BRUCK, 2012). Além destes, sdo encontrados em
menor quantidade a cianidina 3-O-sambubiosideo, peonidina 3-O-rutinosideo,
pelargonidina 3-O-glucosideo e delfinidina 3-O-glucosideo, sendo suas estruturas
mostradas na Figura 2 (CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018).
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Figura 2 - Estruturas moleculares dos principais flavonoides encontrados no agai.
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Fonte: Adaptado de CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018.

As antocianinas encontradas nos extratos de acai se diferenciam pela quantidade
de grupos hidroxilas, juntamente com o seu grau de metilagdo, 0 nimero de aglcares
ligados a estrutura e acidos alifaticos/aromaticos ligados aos agucares (FREITAS, 2019).
De forma a otimizar sua estabilidade, as antocianinas buscam se associar a outras

estruturas (copigmentos) como outros flavonoides, proteinas, acidos organicos e ions
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metalicos como a prata atraves de reac6es de auto-associacéo, resultando em complexos.
Essas reagGes ocorrem de forma espontanea, preferencialmente em condigdes acidas,
onde h& maior concentracdo de compostos fendlicos (PORTINHO; ZIMMERMANN;
BRUCK, 2012). Desse modo, as antocianinas possuem potencial de atuar ndo somente
como agentes redutores de ions de prata em solugdo, por meio das reacdes de auto-
associacao, mas também como agentes de cobertura nas superficies das nanoestruturas,

permitindo a sintese de dispersdes coloidais de nanoparticulas de prata em meio aquoso.

3. OBJETIVOS
3.1. Obijetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi obter nanoparticulas de prata através da
sintese mediada por extratos aquosos de acai em diferentes condi¢bes de sintese e

verificar a atividade microbiocida dos coloides metalicos formados.

3.2.  Objetivos especificos
Os objetivos especificos sdo 0s seguintes:
a) Obter os extratos aquosos de acai em diferentes concentracoes;
b) Caracterizar os extratos vegetais pela espectroscopia eletrénica UV-Vis;
¢) Monitorar o progresso de sintese das nanoparticulas pela espectroscopia eletrénica UV-
Vis;
d) Estudar os parametros de reacdo (tempo de reacdo, relagdo entre quantidade de Ag* e
extratos vegetais, temperatura e pH) pela espectroscopia eletrénica UV-Vis;
e) Caracterizar as AgNPs pelas técnicas de espalhamento de luz dinamico (DLS),
potencial Zeta e microscopia eletronica de transmissao;
f) Verificar o potencial microbiocida e citotoxico dos materiais preparados mediante

ensaios microbioldgicos e de citotoxicidade.
4. MATERIAIS

Para execucao do presente trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos

(Tabela 1), produtos quimicos (Tabela 2) e microrganismos (Tabela 3).
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Tabela 1 - Lista de equipamentos utilizados no presente estudo.

Especificacéo
Agitador magnético
Agitador vortex
Autoclave
Balanca analitica
Centrifuga
Espectrofotdbmetro UV-Vis
Espectrofotémetro visivel
Estufa bacteriol6gica
Microscépio
pHmetro

Fonte: a autora.

Equipamentos
Marca
Cienlab

Biomixer
Prismatec
Shimadzu
Centribio
BEL
Biospectro
Ethik
Jeol
Hanna

Modelo
CE-1540/A-15
VTX-F-110
CS - 30L
AUY?220
80-2B
UVM-51
SP-22
410-TD
JEM-1400
H18424

Tabela 2 - Lista de reagentes utilizados na produgédo das AgNPs.

Nome
Acai
Acido nitrico 65% (P.A.)
Hidroxido de sodio (P.A.)
Nitrato de prata (P.A.)

Fonte: a autora.

Reagentes
Formula quimica
HNO3
NaOH
AgNOs

Procedéncia
Itacoatiara/AM
Vetec
Biotec

Laderquimica

Tabela 3 - Lista de reagentes microrganismos utilizados no presente estudo.

Microrganismo

Escherichia coli
Candida albicans

Staphylococcus aureus

Streptococcus mutans

Fonte: a autora.

Cdédigo ATCC
25922
90028
25923
35688
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5. METODOLOGIA
5.1.  Obtenc¢do dos extratos aquosos de acai

Os extratos de acai foram obtidos atraves do despolpamento manual das frutas
adquiridas de comércio local no municipio de Itacoatiara-AM. O primeiro passo foi a
realizacdo do procedimento de higienizacao dos frutos, de acordo com as recomendacdes
da EMBRAPA (2020), consistindo na lavagem em agua corrente e imersdo do acai em
hipoclorito de sodio (2,0% m/m) durante 15 minutos. Os frutos entdo foram lavados
novamente para remocao de hipoclorito para iniciar o processo de maceracao do agai em
agua destilada em temperatura moderada por 30 minutos, nas propor¢des 1:1 (1 kg do
fruto + 1 litro de &gua destilada) obtendo o extrato bruto. Posteriormente foi realizada a
centrifugacdo do extrato bruto para remocdo de sélidos presentes, sendo posteriormente
armazenados em recipientes e acondicionado no freezer. As etapas desse processo estdo
representadas na Figura 3. Para a utilizacdo do extrato na sintese de nanoparticula, o
extrato de acai bruto foi diluido na proporcéo de 10 mL de extrato bruto : 40 mL de &gua

destilada, obtendo-se o extrato purificado.

Figura 3 - a) higienizacdo do fruto agai. b) maceracdo do agai. ¢) centrifugacdo do extrato de acai. d)
armazenamento do extrato de agai.

AR

(d)

!

Fonte: a autora.

25



5.2.  Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Em trés béqueres revestidos com papel aluminio foram adicionados a cada um 50
mL de solugdo de AgNOs 0,1 x 10 mol L e posteriormente 5 mL de extrato de acai, a
partir do extrato purificado, nas dilui¢bes 1:1 (2,5 mL de extrato purificado + 2,5 mL de

agua destilada — condicdo 1 de extrato de acai), 1:2 (1,4 mL de extrato purificado + 3,6

mL de &gua destilada — condicdo 2 de extrato de acai) e 1:4 (1,0 mL de extrato purificado

+ 4,0 mL de agua destilada — condicéo 3 de extrato de acai), de modo a totalizar sempre

um volume de mistura de 55 mL.

A etapa seguinte consistiu na sintese de AgNPs nas diferentes condicbes de
diluicdo do extrato de acai variando o pH do meio reacional em 6,0, 7,0 e 8,0. Para ajustar
0 meio reacional aos valores de pH 6,0 foi utilizado uma solugdo de HNO3 0,01 mol L
e para os valores de pH 7,0 e 8,0 utilizou-se uma solugéo de NaOH 0,01 mol L™,

Posteriormente, foi realizado o monitoramento de sintese de nanoparticulas de
prata para a condicdo 2 de extrato vegetal em pH 7,0 que apresentou maiores valores de
absorbancia apds 24 horas de sintese e menor quantidade de particulas sélidas no meio
reacional, para as temperaturas de 40 °C e 50 °C. Para realizacdo dos testes em
temperatura elevada, foi acondicionado em um agitador magnético um béquer de 500 mL
com uma quantidade de areia necessaria para encobrir um béquer de 100 mL, calibrando
0 equipamento para a temperatura desejada. Em seguida, com o auxilio de um suporte
universal, foi acoplado ao sistema um termémetro para monitorar a temperatura do meio

reacional e o progresso da sintese das AgNPs.

5.3.  Monitoramento da sintese das AgNPs

A evolucdo na producdo das nanoparticulas de prata foi acompanhada pela
espectroscopia eletrénica no UV-Vis, através do monitoramento da banda associada a
ressonancia de plasmon de superficie, localizada entre 380-450 nm (MOHAGHEGH et
al., 2020). Apos o inicio do contato entre as solugdes, foram retiradas aliquotas a cada
hora nas primeiras 4 horas de sintese e depois nos tempos de 8, 24, 36 e 48 horas e

diariamente no periodo entre 3-21 dias.

5.4.  Microscopia eletronica de transmissdo (TEM)
A andlise das imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) foram

registradas em um microscopio JEOL modelo JEM 1400 operando a 120 kV. As amostras
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foram previamente diluidas em agua deionizada e colocadas em grades de Cu cobertas

com carbono e deixadas a temperatura ambiente por 1 hora.

5.5. Espalhamento de luz dindmico (DLS) e analise de potencial Zeta

O diametro hidrodindmico e a andlise do potencial Zeta das dispersfes de AgNPs
foram realizados pelo equipamento Malvern Zetasizer NanoZS usando um laser de hélio-
nednio (4 mW) a 633 nm com angulo de feixe de 173 °. As medicdes foram registradas
em triplicata no modo automatico a 25 °C. O potencial Zeta foi medido manualmente em
triplicata com uma célula de eletroforese capilar DTS-1070.

5.6. Ensaios microbioldgicos

As cepas foram obtidas na Funda¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e foram mantidas
em caldo TSB a -80 °C. A reativacao das cepas foi realizada de acordo com as condigdes
de crescimento descritas na Tabela 4. Um in6culo de cada microrganismo estudado foi
preparado, ajustando-se a leitura da densidade optica em 630 nm para 0,08 - 0,10

(~1x10® células/mL).

Tabela 4 - Cepas microbianas e condi¢fes de crescimento.

Cepa Meio de cultura (s6lido/liquido) Condic0es de incubacéo
C. albicans Agar e caldo Sabouraud Dextrose Aerobiose a 37 °C
E. coli Agar e caldo TSB Aerobiose a 37 °C
S. mutans Agar e caldo BHI Anaerobiose a 37 °C
S. aureus Agar e caldo TSB Aerobiose a 37 °C

TSB: triptona de soja. BHI: infuso de cérebro e coracao.

Fonte: a autora.

A determinacdo da atividade antibacteriana pela técnica do pogo, a qual consiste
na utilizacdo de placas com camada dupla (camada base e camada seed de meios
adequados ao microrganismo testado). Apds o meio de cultura agar ser esterilizado e
resfriado a cerca de 50 °C, foram distribuidos 25 mL em placas de Petri de 25 x 150 mm
esterilizadas (Pleion). A camada seed foi obtida colocando-se em um tubo 12,5 mL de
meio de cultura adequado para cada micro-organismos (Tabela 4) esterilizado e resfriado
a 50 °C, ao qual foi incorporado 2,5 mL de meio de liquido adequado para micro-

organismo, com o indculo ja preparado. Imediatamente a camada seed foi vertida sobre a
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camada base. Apo0s a solidificacdo da camada seed, os pocos foram confeccionados com
0 auxilio de canudos de pléstico esterilizados de 4,0 mm de didmetro. A seguir, 0S pogos
foram completamente preenchidos com 50 pL dos extratos a serem testados, além do
controle positivo (digluconato de clorexidina a 0,12%) e o controle negativo. Em seguida
foi colocado papel de filtro (Whatman) esterilizado na tampa de cada placa para reter a
agua de condensacdo. Ap6s um periodo de pré-incubagdo de 2 horas a temperatura
ambiente, que permite a difusdo dos extratos antes do inicio do desenvolvimento dos
microrganismos, como preconizado por Mdller, as placas foram incubadas em aerobiose
a 36 °C por 18 horas. Depois do tempo de incubacéo, o halo de inibi¢do (mm) foi medido.
A bioatividade foi considerada positiva quando os halos de inibi¢cdo foram superiores a
11 mm (Brighenti et al., 2014).

5.7.  Cultura celular, preparacéo de amostras e avaliacédo de viabilidade celular

Os fibroblastos murinos L929 obtidos da American Type Culture Collection
(ATCC) foram cultivados em frasco de cultura contendo meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich) com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos
contendo 10.000 UI de penicilina, 10 mg mL™? de estreptomicina e 25 ug mL? de
anfotericina B e mantidos a 37 °C em atmosfera umidificada de 5% de CO,. Apds atingir
a semiconfluéncia, as células foram tripsinizadas com Tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-
Aldrich) e contadas em uma camara de Neubauer. Em seguida, os fibroblastos L929
foram semeados em uma placa de 96 pogos (KASVI) a uma densidade de 1x10*
células/pogo em DMEM + 10% FBS por 24 horas a 37 °C e 5% COa. Posteriormente, as
células foram expostas as amostras A (AgNPs obtidas empregando condi¢édo 2 de extrato
de acai, pH 7,0, 25 °C), B (AgNPs obtidas empregando condicdo 3 de extrato de acai, pH
7,0, 25°C), C (AgNPs obtidas empregando condicdo 2 de extrato de acai, pH 7,0, 40 °C),
D (AgNPs obtidas empregando condi¢do 2 de extrato de acai, pH 8,0, 25 °C), E (AgNPs
obtidas empregando condicdo 2 de extrato de acai, pH 8,0, 40 °C) e F (solucdo AgNOs
0,1 x 10 mol.L™?) substituindo 100 uL do meio em cada pogo por 100 uL de extratos de
amostras e depois incubadas por 24 horas. Os extratos foram preparados em duas
condices diferentes: 1:1 (v/v) e 1:2 (v/v) usando amostra : meio DMEM. Em seguida, as
amostras dos extratos foram removidas e os pocos foram lavados duas vezes em solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4. Em seguida, 0,1 mL de solugdo 1 mg/mL de
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich)

recém-preparada, foi adicionado a cada pogo por 3 horas em a incubadora de CO2. O
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produto formazan roxo foi completamente solubilizado usando 50 puL de isopropanol. Os
valores de absorbancia foram medidos a 570 nm e usando um leitor de microplacas
(SoftMax Pro 5). Células mantidas em meio DMEM foram usadas como controle
negativo e células tratadas com DMSO na concentracdo final de 40% (v/v) foram usadas
como controle positivo. Todas as amostras foram ensaiadas em trés réplicas. A

viabilidade celular foi estimada de acordo com Riss et al. (2004).

6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1.  Caracterizacdo do extrato de acai pela espectroscopia eletronica UV-Vis

O primeiro passo para a realizagdo da sintese das AgNPs foi a analise do extrato
de acai concentrado através da espectroscopia eletronica UV-Vis para averiguacdo da
posicao e da quantidade de sinais presentes em seu espectro, exibido na Figura 4. Nessa
varredura foram localizadas duas bandas intensas na faixa de 200 a 300 nm. A primeira
banda detectada apresentou um valor maximo de absor¢éo préximo de 200 nm, referente
a transicdes eletronicas entre orbitais moleculares m—n associados a sistemas
ressonantes, como anéis aromaticos. A segunda banda, com maximo préximo de 280 nm,
corresponde a transicdes eletronicas entre os orbitais moleculares n—x" no qual pares de
elétrons ndo ligantes (n) do heterodtomo (principalmente oxigénio) sdo promovidos para
orbitais pi-antiligantes (1) (EL-GAMEL; ZAYED, 2011; PAVIA et al., 2010).

No acai ha diferentes biomoléculas da classe das antocianinas, como a cianidina
3-0-glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo e em suas estruturas sao observados grupos
ressonantes (anéis aromaticos) (ALIANO-GONZALEZ, et al., 2020) que podem estar
relacionados ao sinal préximo a 200 nm. A banda préxima a 280 nm (com menor
intensidade) provavelmente é atribuida a outros compostos como os acidos graxos (DE
OLIVEIRA; SCHWARTZ, 2018) que contém grupos carbonila (C=0) e que também sdo
encontrados no extrato de acai, visto que ndo ha apenas flavonoides em sua composicao.
Cabe ressaltar que a técnica isoladamente ndo é capaz de identificar a composi¢do
individual dos metabdlitos secundarios em uma amostra de composicdo complexa como
0 acai e sim apontar 0s grupos quimicos responsaveis por transi¢es eletrbnicas que
podem estar associados a uma grande quantidade de biomoléculas distintas

simultaneamente.
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Figura 4 - Espectros eletrdnico UV-Vis do extrato de acai em pH 6,0 (linha preta), pH 7,0 (linha
vermelha), pH 8,0 (linha azul).
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Fonte: a autora.

6.2.  Sintese de AgNPs em diferentes concentracdes de extrato de acai

O teste inicial para producdo das AgNPs foi realizado em pH 6,0. A primeira
mudanga identificada nos meios reacionais nas condicdes de diluicdo do extrato vegetal
foi a mudanca de coloracdo com o progresso da reagdo, com o decorrer do tempo
tornaram-se castanho claro, como apresentado na Figura 5. Adicionalmente, a intensidade
da cor do meio reacional aumentou gradativamente com tempo a medida que ocorria o
processo de reducdo de ions Ag* e sua posterior conversdo em AgNPs. A mudanca de
coloracdo € associada a formacdo de um sistema nanoparticulado, uma vez que as
dispersdes de nanoparticulas de prata exibem como caracteristica cores do amarelo ao
castanho claro referente a ressonancia de plasmon de superficie (RPS) da prata
nanoparticulada (ROLIM et al., 2019).
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Figura 5 - Imagens do meio de reacdo de produgdo das AgNPs em pH 6,0 nas diferentes condic¢des de
extrato de acai apds 1 hora (A) e 1 dia (o) de reagdo: a) condigdo 1; b) condicdo 2; c¢) condicéo 3.

Fonte: a autora.

Na Figura 6 € apresentado o progresso da sintese de AgNPs empregando o extrato
de acai da condicdo 1. Nota-se que com o decorrer dos dias de monitoramento ndo ha
definicdo na banda de conducdo de ressonancia plasmon de superficie préximo da faixa
entre 380-450 nm (KOBYLINSKA et al., 2020), caracteristico das nanoparticulas de
prata, no entanto, houve alteracdo na coloragdo do sistema e aumento nos valores de
absorbancia, indicando a formagéo de NPs. Nota-se um aumento no maximo de absorgao
na banda proximo da faixa de 280 nm, possivelmente devido a oxida¢do dos compostos
fendlicos presentes no extrato de acai para a formacéo de grupos carbonilas (C=0) em
suas estruturas que exibem as transicBes eletronicas entre orbitais moleculares n—n”
(PAVIA et al., 2010) nessa regido de comprimento de onda. O aumento de intensidade
da banda em 280 nm pode ocorrer de forma proporcional a oxidacdo dos flavonoides
(formando carbonilas), ou seja, quanto mais carbonilas forem formadas, maior sera a

intensidade da banda.
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Figura 6 - Espectros eletrdnicos UV-Vis dos meios de reacdo em pH 6,0 para a formacéo das AgNPs em
diferentes tempos de reacdo, na condicédo 1 de extrato de acai.
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Os espectros UV-Vis dos meios de reacdo para as condi¢fes 2 e 3 de extrato de
acai sdo exibidos nas Figuras 7 e 8. Observa-se 0 surgimento da banda RPS de AgNPs na
faixa de 380-450 nm ap06s 1 dia de reacdo, com a absorbancia maxima registrada em torno
de 430 nm. O sinal RPS também é mais estreito para a condicdo 3, indicando a formacao
de AgNPs mais uniformes (MOSAVINIYA et al., 2019). Com o surgimento da banda
RPS houve também o aumento no maximo de absor¢do do sinal proximo da faixa de 280
nm, associado a oxidacdo dos compostos fendlicos encontrados no extrato de acai
formando grupos carbonilas que exibem transicOes eletronicas entre orbitais moleculares

n—n nessa faixa de comprimento de onda.
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Figura 7 - Espectros eletronicos UV-Vis dos meios de reacdo em pH 6,0 para a formacéo das AgNPs em
diferentes tempos de reagéo, na condicdo 2 de extrato de acai.
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Figura 8 - Espectros eletronicos UV-Vis dos meios de reagdo em pH 6,0 para a formacdo das AgNPs em
diferentes tempos de reagdo, na condicédo 3 de extrato de acali.
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Na Figura 9 e disposto o grafico com os dados de absorbancia em funcao do tempo
para diferentes concentragdes de extrato de acai investigadas. Estudos como o de Saratale
et al. (2018) associaram 0 aumento de absorbancia em relacdo ao tempo a maiores
concentracdes de nanoparticulas em sistemas coloidais. Desse modo, nota-se que as trés
condicdes investigadas apresentaram aumentos nos seus valores de absorbancia com o
tempo, mesmo em tempos reacionais longos, indicando que a taxa de formacgéo de AgNPs

nessas condigdes experimentais é baixa.

Figura 9 - Absorbancia maxima da banda RPS dos meios de reagdo em pH 6,0 e em diferentes condicoes
de extrato de acai em funcéo do tempo.
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Para a condi¢cdo com elevada concentragdo de biomoléculas (condi¢do 1) foi
observado nas primeiras 24 horas de monitoramento valores de absorbancia superiores as
condic¢des mais diluidas (condicdes 2 e 3), associados a presenca de maiores parcelas de
extrato de acai, de modo a favorecer uma maior taxa de formacao de nanoestruturas. Em
48 horas de reacdo, a formacdo de AgNPs em fungdo do tempo diminui, assim foram
observados menores valores de absorbancia em relacdo as condi¢des mais diluidas, ou
seja, houve a producdo de menores parcelas de AgNPs. Estes resultados diferem de
estudos publicados, como por exemplo o trabalho de Kalaki, Safaeijavan e Faraji (2018)
que ao investigar a sintese de AgNPs mediada por extratos de hortela-silvestre (Mentha
longifolia L.) obtiveram um maior rendimento de nanoparticulas com diferentes
tamanhos ao utilizar maiores concentracOes de extrato vegetal em diferentes tempos

reacionais.
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Uma possivel explicacdo para esse fendbmeno esta na caracteristica composicional
do extrato de acai. Nele, os principais metabdlitos secundarios encontrados sao
flavonoides, principalmente as antocianinas (cianidina-3-O-glucosideo e a cianidina-3-
O-rutinosideo em maiores concentracfes), que exibem grupos hidroxilas nos anéis B de
suas respectivas estruturas (Figura 10), capazes de complexar ions metalicos, como a
prata (DE SOUZA; DE GIOVANI, 2004). Dessa forma, vislumbra-se a existéncia de uma
competicdo entre o efeito quelante e a redugdo dos ions prata quando a concentracédo de
metabolitos secundarios do extrato de acai € alta, prejudicando o processo de formacao

do sistema nanoparticulado.

Figura 10 - Estrutura quimica representativa dos flavonoides e os seus sitios quelantes (A = ion metélico)
ao lado das estruturas quimicas do extrato de agai.
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Fonte: Adaptado de UIVAROSI; MUNTEANU, 2017; CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018.

Ao verificar os valores de absorbancia para as condi¢es mais diluidas (condi¢édo
2 e 3 de extrato de acai), nota-se que a producdo de AgNPs € inferior apenas no inicio da
sintese, com o progresso da reacdo a taxa de formacao das nanoestruturas é similar, sem
variacoes significativas. De forma geral, os resultados demonstram que condigdes mais
diluidas de extrato de acai proporcionam maior formacdo de AgNPs para tempos
reacionais acima de 4 dias. Nessa perspectiva, as condicBes 2 e 3 apresentam-se

adequadas para investigar os parametros de reacdo pH e temperatura.

6.3.  Sintese de AgNPs em valores diferentes de pH

O pH é um parémetro fisico-quimico importante na producdo de nanoestruturas,
uma vez que a acidez ou basicidade do meio reacional pode afetar o tamanho e forma das
particulas produzidas (ANIGOL; CHARANTIMATH; GURUBASAVARAJ, 2017). A
Figura 11 exibe as imagens da condicdo 2 de extrato de acai nos diferentes valores de pH

para 0 mesmo tempo de sintese (1 dia). E possivel notar a diferenca de coloracio de
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acordo com os valores de pH adotados em cada uma das reacdes. Para os valores de pH
7,0 (Figura 10B) e 8,0 (Figura 10C) observa-se uma cor mais intensa e proximo do
castanho claro, indicando a formacdo de AQNPs (MOHAGHEGH et al., 2020). Por outro
lado, para o pH de reacédo 6,0 (Figura 11A) a alteracdo da coloracdo do meio reacional é
notada de forma menos intensa, podendo ser o indicativo da presenca de menores

quantidades de nanoparticulas formadas.

Figura 11 - Imagens do meio de reacdo em diferentes valores de pH ap6s 1 dia empregando a condigdo 2
de extrato de agai: a) pH =6,0b) pH=7,0ec) pH = 8,0.

Fonte: a autora.

Nas Figuras 12 e 13 s&o apresentados os espectros UV-Vis dos meios de reacdo
para a producdo de AgNPs em pHs 7,0 e 8,0. Nota-se para as condi¢des com pH 7,0 pode-
se identificar a banda RPS com baixa defini¢cdo na regido de comprimento de onda entre
380-450 nm referente & formacdo de AgNPs apds 1 dia de monitoramento. No meio
reacional com pH 8,0 foi possivel identificar claramente a formacao da banda RPS ap0s
o0 1 dia de sintese das AgNPs, assim como nos meios reacionais de pHs 6,0. Contudo,
dentre as condicOes estudadas nos diferentes meios reacionais, a partir das leituras dos
valores maximos de absorbancia (Figura 14), observou-se uma maior quantidade de
nanoparticulas formadas utilizando pH 7,0. Os resultados obtidos convergem com a
literatura, no qual € relatado uma producdo otimizada de nanoestruturas em meios
reacionais neutros e alcalinos. Dentre eles, ressalta-se o estudo de Guimarées et al. (2020)
sobre a obtengdo de AgNPs mediadas por extrato de folha do juazeiro (Ziziphus joazeiro)
que encontrou melhores rendimentos para a formag&o de nanoestruturas empregando pH
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em 7 e 11 em detrimento de meios acidos. Também de acordo com o estudo de Handayani,
Ningrum e Imawan (2020), AgNPs com tamanhos menores, monodispersas e uniformes
quanto a forma foram obtidas em condices alcalinas.

E importante salientar que embora as condi¢Bes em meio neutro sintetizaram
quantias elevadas de AgNPs, houve baixa resolucdo da banda RPS e ao analisar os
espectros UV-Vis pode-se identificar dois sinais alargados e possivelmente associados a
banda RPS, uma banda com menor intensidade na faixa de 450 nm e outra mais intensa
préximo de 380 nm, em especial para condicdo 3 de extrato de acai. Desse modo, a
indefinicdo da banda RPS nos parametros investigado pode apresentar duas origens: o
efeito do espalhamento de luz acarretado pela agregacdo e/ou precipitacdo de
biomoléculas do extrato de acai e/ou a existéncia de sistemas particulados com diferentes
tamanhos, visto que NPs com formas distintas tem potencial de formar dois ou mais sinais
de RPS no espectro UV-Vis (ROLIM et al., 2019). Os sinais de RPS em menores
comprimentos de onda estdo associados a nanoestruturas de pequenos tamanhos
(RAJKUMAR et al., 2020), sendo um indicativo de que embora o pH 7,0 favoreca a
presenca de espécies com maior eficicia de reducdo dos fons Ag*, as biomoléculas em

meio neutro expem menor capacidade de controlar o tamanho das AgNPs sintetizadas.
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Figura 12 - Espectros UV-Vis dos meios reacionais em pH 7,0 para: A) condicdo 2 de extrato e B)
condicdo 3 de extrato.
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Figura 13 - Espectros UV-Vis dos meios reacionais em pH 8,0 para: A) condicéo 2 de extrato e B)
condicao 3 de extrato.
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A seguir sdo apresentados os dados de absorbancia maxima em funcéo ao tempo
(Figura 14) para os meios neutros (pH 7,0) e alcalinos (pH 8,0). Constata-se que para 0s
diferentes valores de pH had uma maior taxa de formag&o de AgNPs nas primeiras 24 horas
de sintese. Posteriormente, com o decorrer do tempo a reacao torna-se mais lenta, no qual
os valores de absorbancia maxima da banda RPS exibem um aumento pouco
significativo. Ap6s o primeiro dia de sintese, ao analisar os dados obtidos para as
condigdes em meio neutro, verifica-se uma maior producdo de AgNPs frente aos meios
reacionais acidos ou basicos em virtude dos valores de absorbancia da banda RPS
coletados no intervalo de tempo (1-21 dias).

Dessa forma, identifica-se uma maior variacdo do méaximo de absorbancia para o
pH 7,0 do que para o pH 8,0, podendo indicar uma maior reatividade das biomoléculas
presentes no acai para 0s meios reacionais neutros que para meios alcalinos. Em meio
basico nota-se uma competicdo entre 0 aumento da velocidade de reacdo (quebra da
ligacdo O-H) e a reducéo de reatividade das biomoléculas, acarretando nos valores de
absorbancia mais baixos. Em contrapartida, o inverso ocorre para 0s meios neutros, sendo
que as biomoléculas do acai exibem maior reatividade, porém a quebra da ligacdo O-H
dessas estruturas é menos favorecida. O efeito da reatividade do extrato nos distintos
meios reacionais ndo pode ser atribuido apenas as antocianinas e suas distintas estruturas,
visto que o acai possui uma complexa composi¢do quimica e outras biomoléculas que

também podem contribuir para produzir as nanoparticulas em meio aquoso.
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Figura 14 - Absorbancia maxima da banda RPS das diferentes condi¢Ges de extrato de acai em funcdo do
tempo. A) pH 7,0; B) pH 8,0.
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Fonte: a autora.

Os resultados obtidos pela técnica de espectroscopia eletrénica UV-Vis para 0s
meios de reacdo neutro e alcalino indicam que o pH influencia diretamente na reatividade
das biomoléculas encontradas no extrato de acai. Isto ocorre porque as antocianinas,
principais espécies presentes nesse extrato vegetal e que possuem alta capacidade

antioxidante, apresentam diferentes estabilidades quimicas em meios basicos (JIANG et
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al., 2019; KHOO et al., 2017). As antocianinas exibem estruturas quimicas complexas,
como as encontradas no acai (Figura 2) e o grau de complexidade é superior em meios
aquosos por estarem em diferentes equilibrios quimicos dependendo do pH do meio
reacional (FREITAS, 2019). De modo geral, os equilibrios encontrados para as
antocianinas em funcdo do pH sédo descritos na Figura 15, onde em meios acidos ocorre
a predominéncia da forma do cation flavilio, em meios neutros séo encontradas as formas
de hemiacetal e em meios alcalinos surgem as bases quinoidais (FREITAS, 2019;
WAHYUNINGSIH et al., 2017) que possuem menor capacidade antioxidante que o
cation flavilio (FREITAS, 2019). Desse modo, as diferentes estruturas encontradas nos
meios reacionais em funcdo do pH acarretam na formacdo de nanoparticulas com

tamanhos distintos.

Figura 15 - Representacdo das estruturas das antocianinas encontradas em funcao de diferentes pHs.
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Fonte: Adaptado de WAHYUNINGSIH et al., 2017.

6.4.  Sintese de AgNPs em valores diferentes de temperatura

A temperatura empregada para produzir nanoestruturas mediada por extratos
vegetais € um parametro fisico-quimico importante a ser investigado, principalmente por
ter capacidade de alterar a cinética de reacdo, influenciando a taxa de formacéo e tamanho
das AgNPs (DADA et al., 2019). Na Figura 16 é disposto imagens do meio reacional
apos 1 dia de sintese para a condicdo 2 de extrato de acai em pH 7,0 nas temperaturas de
25 °C, 40 °C e 50 °C. Nota-se que para ambas as temperaturas houve a alteracdo de
coloracdo do meio reacional para um tom de castanho claro, caracteristica associada a
sintese de nanoparticulas de prata (MOHAGHEGH et al., 2020). A mudanga de coloracao
é observada em intensidades diferentes, no qual as condi¢des em temperatura elevada (40
°C e 50 °C) exibem uma menor intensidade, ou seja, um possivel indicativo de menores

guantidades de AgNPs no meio reacional.
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Figura 16 - Imagens do meio de reacdo em diferentes valores de temperatura apés 1 dia empregando a
condicdo 2 de extrato de agai: a) 25 °C, b) 40 °C, c) 50 °C.

Fonte: a autora.

A seguir (Figura 17) sdo expostos os espectros UV-Vis dos meios reacionais em
temperatura de 40 °C e 50 °C para a condicao 2 de extrato de acai em pH 7,0. Observa-
se a formac&o da banda RPS entre os comprimentos de onda de 380-450 nm, associado a
producdo de AgNPs, com baixa definicdo apds 1 dia de sintese para ambas as
temperaturas. Com o progresso da reacéo o sinal da banda RPS se intensifica, havendo
um aumento nos valores de absorbéancia, como consequéncia de mais nanoestruturas
formadas em meio aquoso. Ao realizar um comparativo dos dados obtidos em diferentes
temperaturas, nota-se que as condi¢fes em temperatura elevada (40 °C e 50 °C) expdem
valores de absorbancia da banda RPS inferiores aos de temperatura ambiente (25 °C), um
indicativo de menores quantias de AgNPs formadas. Desse modo, a0 aumentar a
temperatura do meio reacional esperava-se um acrescimo na velocidade de reacéo
produzindo mais AgNPs, no entanto, houve uma provavel degradacdo dos metabdlitos
secundarios (JAVED et al., 2020) presentes no extrato de acai, como as antocianinas,
dificultando a transformagcdo de cétions prata em AgNPs.
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Figura 17 - Espectros UV-Vis dos meios reacionais em pH 7,0 para a condi¢do 2 de extrato de acai. A)
Temperatura 40 °C e B) Temperatura 50 °C.
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Fonte: a autora.

Na Figura 18 sdo apresentados os valores de absorbancia maxima da banda RPS

para a condicdo 2 de extrato de acai em pH 7,0 para os diferentes valores de temperatura
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investigados. Observa-se para as primeiras 24 horas de sintese uma menor variagdo do
méaximo de absorbancia com aumento de temperatura, sugerindo uma producao de AgNPs
menor do que a 25 °C. Apds 48 horas de monitoramento, nota-se os valores de
absorbancia para as temperaturas elevadas (40 °C e 50 °C) se mantém inferiores ao
obtidos em temperatura ambiente, ou seja, com progressdo da sintese ha menores
quantidades de nanoestruturas formadas no meio reacional aquecido em fungéo do tempo
em comparacdo com 0 meio de reagcdo sem aquecimento.

Ao se elevar a temperatura, esperava-se incrementar a taxa de formacéo de
produtos na reacdo estudada pelo aumento da energia cinética dos reagentes para reduzir
os ions Ag" em AgP® obtendo maiores rendimentos e nanoestruturas de menores
tamanhos. Contudo, o0 aumento de temperatura proporcionou a degradacéo dos diferentes
metabolitos secundarios presentes no acai, como as antocianinas (cianidina 3-O-
glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo), biomoléculas capazes de auxiliar na reducéo da
prata e formar AgNPs. Estudos como de Costa, Silva e Vieira (2018) e Lopez de Dicastillo
et al., (2019) evidenciaram a sensibilidade a temperatura de metabdlitos secundarios
como as antocianinas, no qual sofrem degradacéo ao serem expostos a temperaturas acima
de 40 °C. Portanto, altas temperaturas podem contribuir de forma desfavoravel a sintese

de AgNPs, afetando os metabdlitos secundéarios do extrato de agai.

Figura 18 - Absorbancia méaxima da banda RPS da condigdo 2 de extrato de agai em pH 7,0 em
diferentes temperaturas em funcéo do tempo.
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Fonte: a autora.
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6.5.  Microscopia eletronica de transmisséo TEM

A técnica de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) é empregada para
identificar tamanhos e formas de particulas, fornecendo imagens com alta resolucdo
(GOMATHI et al., 2020). Na Figura 19 estdo as imagens das AgNPs em pH 7,
temperatura de 25 °C e condicéo 2 de extrato de acai. Observa-se a predominancia de
populacBes de nanoparticulas esferoidais de diferentes tamanhos, principalmente na faixa
de 10-50 nm de didmetro. A auséncia de morfologias e tamanhos bem definidos indicam
que os metabdlitos secundarios presentes no extrato de acai ndo sdo capazes de realizar
um controle rigoroso sobre tais parametros, como é observado para reagdes quimicas
usuais derivadas do método de Turkevich (PEROTTI; DA COSTA, 2021). Além disso,
uma fina camada de material organico foi observada nas imagens gravadas formando
regibes mais densamente esféricas das AgNPs. Esse efeito pode estar relacionado a
presenca de diferentes carboidratos no meio de reacdo, como pectina e amido, além de
outras biomoléculas, que envolvem AgNPs uma vez que a agua é retirada do sistema.
Estudos como de Khan et al., (2013) e Tummalapalli et al., (2015) relataram obtencéo de

nanoparticulas de prata envolvidas com uma camada de amido soluvel e pectina oxidada.

Figura 19 - Imagens TEM da reacdo de AgNPs obtidas em pH 7,0 e diluicdo do extrato de acai da
condicdo 2 a 25 °C.

Fonte: a autora.

6.6.  Espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta (mV)
A técnica de Espalhamento de luz dindmico (DLS) é um método empregado para
determinar o tamanho hidrodindmico de nanoparticulas metélicas, no qual uma suspenséo

de NPs é submetida a um feixe de luz, e as particulas em suspensdo sdo capazes de de
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espalhar a luz incidente, causando flutuagdes na medicdo da intensidade do feixe
detectado apds a sua passagem pela amostra. Este método dispde como principal
vantagem o tempo de andlise curto e automatizado, ndo sendo destrutivo para a amostra
(MEVA et al., 2019). Na Figura 20 é disposto os dados de distribuicdo de tamanho de
particula obtidos pela técnica DLS para a condicdo 2 de extrato de acai em pH 7, para 0s
diferentes valores de temperatura (25 °C, 40 °C e 50 °C). Foram obtidos o0s raios
hidrodinamicos de 21,0 £ 0,8 nm para temperatura de 25 °C, para temperatura de 40 °C
o tamanho médio obtido foi de 9,0 £ 0,5 nm e para condi¢cdo em temperatura de 50 °C

temos o tamanho médio de 129,3 £ 5,6 nm.

Figura 20 - Histograma de distribuicéo de diametro hidrodindmico das AgNPs produzidas empregando a
condicdo 2 de extrato de acai em pH 7,0 para diferentes temperaturas.
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Fonte: a autora.

E possivel observar para a condicdo em temperatura ambiente (25 °C) uma
distribuicdo bimodal, em raz&o dos dois sinais com intensidade diferentes, significando a
formacgdo de populagdes de nanoparticulas com tamanhos distintos. Ao analisar a
condicdo em temperatura de 40 °C, p6de-se identificar uma distribuicdo de nanoparticulas
com diametro médio menor, ou seja, ao elevar moderadamente a temperatura foi possivel
sintetizar AgNPs de menores tamanhos, mesmo com valores maximos de absorbancia da

banda RPS (Figura 18) inferiores aos de temperatura ambiente. Ja para a condi¢do em
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temperatura de 50 °C, houve a obtencdo de NPs com maior diametro médio e os menores
valores de maximo de absorbancia da banda RPS.

Os dados obtidos por DLS corroboram a hipdtese que ao elevar a temperatura é
possivel obter AgQNPs com menores tamanhos, devido ao aumento da energia cinética das
biomoléculas do meio reacional acelerando a reducédo da prata catidnica. Estudos como
de Biswal e Misra (2020) relataram a sintese de AgNPs em menores tamanhos ao
aumentar a temperatura utilizando o extrato aquoso da torta de 6leo Mahua (MOC)
da espécie Madhuca latifolia L. Ao trabalhar com temperaturas de 50 °C nota-se
populacdes AgNPs com maiores didmetros, ou seja, com o0 aumento de temperatura as
nanoparticulas tém menor controle sobre seu tamanho. H& duas causas provaveis para
esse resultado: a possibilidade de aglomeragdo das nanoestruturas produzidas, devido ao
recobrimento parcial das biomoléculas presentes na superficie que auxiliam na
estabilizacdo das particulas. A segunda estd relacionada com a degradacdo dos
metabdlitos secundarios que atuam como redutores da prata dificultando a formacéo de
NPs menores, visto que as biomoléculas presentes no acai ja exibem uma tendéncia a se
degradar ao serem expostas a temperaturas médias/altas.

Através da analise DLS foram obtidos valores de indice de polidispersividade
(PdI), um indicador de distribuigdo de tamanhos de nanoestruturas, variando na faixa de
1 a 0 (GAVAMUKULYA et al., 2020). Segundo Brito et al., (2020), valores de Pdl
inferiores a 0,1 sugerem a presenca de NPs monodispersas, indices entre 0,1 <0,2 indicam
um sistema com distribui¢do mediana, enquanto indices na faixa de 0,2 < 0,5 propdes
uma maior variabilidade na distribuicdo de tamanho das nanoparticulas. Para as condi¢des
investigadas foram obtidos Pdls de 0,283 + 0.004 para a temperatura de 25 °C, para a
temperatura de 40 °C o PdI foi de 0,452 £ 0.023 e para temperatura de 50 °C o Pdl foi de
0,191 £ 0.017. De acordo com os indices de Pdl, para as condi¢des em 25 °C e 40 °C,
houve a formacdo heterogénea de AgNPs, enquanto para a maior temperatura (50 °C)
houve a obtencdo de NPs com distribuicio mediana. Esses valores podem estar
diretamente relacionados com a taxa de formagdo de AgNPs e/ou degradacdo das
biomoléculas do extrato em fungdo da temperatura utilizada, conforme previamente
mencionado.

O potencial Zeta é um parametro utilizado para calcular valores de cargas liquidas
de particulas em movimento sob o campo elétrico, medindo o potencial de atracdo e
repulsdo no meio em solugédo (MAT YUSUF et al., 2020). A estabilidade das AgNPs

pode ser investigada pela analise dos valores de potencial Zeta, uma vez que valores
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maiores que +30 mV e menores que -30 mV séo associados a obtencao de nanoparticulas
mais estaveis (MANOSALVA et al., 2019). Foram obtidos os seguintes valores médios
de potenciais Zetas para as diferentes temperaturas: -25,7 £ 5,98 mV (25 °C), -29,0 + 7,3
mV (40 °C) e -37,2 £ 5,92 mV (50 °C).

Para as nanoestruturas em temperaturas médias (25 °C e 40 °C) os valores de
potencial Zeta, embora fora da faixa considerada de maior estabilidade, podem ser
atribuidos como sistemas moderadamente estaveis, com relativa tendéncia a agregacao,
visto que apos 7 dias sdo identificados precipitados no meio reacional. Estudos como de
Botcha e Prattipati (2020) sintetizaram AgNPs com extrato aquoso de calo de Hyptis
suaveolense e obtiveram valores proximos de +30 mV, considerando o sistema
nanoparticulado moderadamente estvel. Para a temperatura de 50 °C, o valor de
potencial Zeta é 0 menor em comparacdo aos de temperatura média (25 °C e 40 °C), no
qual esta na faixa de valor menor que -30 mV, um indicativo de estabilidade no sistema
coloidal. Ainda que o sistema em maior temperatura tenha apresentado um ganho de
estabilidade na sintese de AgNPs, nesta condicdo foram obtidas particulas maiores e um
menor rendimento em funcéo do tempo.

Os dados obtidos com sinal negativo podem ser referentes a adsorcdo de
compostos bioativos recobrindo as nanoestruturas (MAT YUSUF et al., 2020;
KHOSHNAMVAND; HUO; LIU, 2019), como as antocianinas e acidos fenolicos que
possuem grupos com carga negativa (carboxilatos), criando forgas repelentes entre as
particulas, dificultando sua agregacdo (KHOSHNAMVAND; HUO; LIU, 2019). Os
valores de potencial Zeta negativos também sugerem a presenca de AgNPs estaveis, uma
vez que estudos como de Mani et al., (2021) obtiveram valores negativos de potencial

zeta ao sintetizar AgNPs por extrato de folhas de cebola (Allium cepa).

6.7.  Provavel mecanismo de sintese de AgNPs mediada por extrato de acai
Atualmente, o mecanismo de biossintese de nanoparticulas metéalicas mediada por
extratos vegetais ainda nao é totalmente compreendido (MITTAL et al., 2014) devido a
infinidade de biomoléculas presentes nos diferentes extratos vegetais e que podem ser
mais ou menos reativas dependendo de inimeros fatores, como método de extracéo,
fungdes quimicas presentes, associa¢do a outras biomoléculas, entre diversas outras. De
forma geral, pode-se generalizar o processo de formacdo de AgNPs em trés etapas
distintas, sendo a primeira etapa denominada como processo de nucleagéo, consistindo

na reducéo dos ions Ag* para AgP para formacio de pequenos gérmens. Posteriormente é
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iniciada a etapa de crescimento, onde ocorre agregacdo dos gérmens e/ou incorporacao
de mais atomos de prata reduzidos a eles, formando as AgNPs. A Gltima etapa consiste
no recobrimento da superficie das nanoestruturas formadas por biomoléculas do extrato
vegetal, dificultando o processo de agregacdo e crescimento exacerbado das particulas
(KOBYLINSKA et al., 2020).

O estudo de Rao e Paria (2013) prop6s um mecanismo de sintese de AgNPs para
os compostos fenolicos (taninos) encontrados no extrato da folha de Aegle marmelos
(marmeleiro da india), através de uma reacéo de complexacéo e reducdo da prata (Figura
21). Foi proposto que os grupos hidroxila presentes no anel benzénico de compostos
fendlicos, mais especificamente o atomo de hidrogénio, sdo os contribuintes para reducao
da prata cationica. O mecanismo ocorre nas seguintes etapas: primeiro 0 composto
fendlico reage com o ion Ag" e forma um intermediario contendo prata através do
compartilhamento um par de elétrons nédo-ligantes dos atomos de oxigénio dos grupos
hidroxilas. Com isso, h& o enfraquecimento da ligagdio O-H que se rompe
heteroliticamente, formando ions H* no meio reacional. Na sequéncia ocorre a ruptura na
ligacdo do O-Ag" e a liberacdo de um elétron para haver a formacdo de um sistema de
composto enonas/dicarbonila. Posteriormente, pressupfe-se duas rotas distintas para o
processo de reducdo da prata catibnica, sendo que em ambos o0s casos a espécie final
formada é o Ag°.

Figura 21 - Mecanismo proposto para compostos fenélicos encontrados no extrato da folha do
marmeleiro da India.
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Fonte: Adaptado de RAO; PARIA, 2013.

De modo similar, Mittal et al. (2014) investigou um mecanismo para sintese de

AgNPs mediada por extrato da fruta jamel&o (Syzygium cumini), no qual propds que dois
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membros dos compostos flavonoides (com polaridades diferentes) presentes no extrato
vegetal reduzem a prata catidnica para prata de valéncia zero também por meio de uma
reacdo redox (Figura 22), através oxidacao dos atomos de H encontrados nos grupos OH

das estruturas para a formacédo de enonas/dicarbonilas.

Figura 22 - Mecanismo de sintese de AgNPs para compostos flavonoides do extrato da fruta Syzygium c.
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Fonte: Adaptado de MITTAL et al., 2014.

Ao realizar um comparativo dos mecanismos propostos acima com os dados
obtidos na sintese de AgNPs mediada pelo extrato de agai ¢ possivel sugerir que as
antocianinas (cianidina-3-O-glucosideo e cianidina-3-O-rutinosideo) com os grupos 3.4 -
dihidroxi presente no anel B (sitio quelante dos flavonoides) e os grupos 5,7 — dihidroxi
do anel A podem ser grandes contribuintes para a reducdo da prata e formacao das NPs,
na Figura 23 é ilustrado a possivel interacdo das antocianinas com a prata. Essa suposi¢ao
pode ser considerada visto que as estruturas das antocianinas, quando dispostas em
solucBes aquosas, estdo em diferentes equilibrios quimicos (Figura 15, pagina 41) com
distintas estruturas e sua predominancia é determinada pelo pH do meio. Analisando as
estruturas em meios acidos, neutros e alcalinos, hd uma alteracao de posi¢cdo dos grupos
hidroxilas nos anéis A e B quando ocorre o0 aumento do pH. Desse modo, afeta-se a
capacidade redutora do fon Ag* para Ag® e posteriormente a formagio de AgNPs,
justificando a baixa quantidade de nanoparticulas sintetizadas com os meios acidos e

bésicos.
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Figura 23 - Representacdo do possivel mecanismo de reacdo para sintetizar AgNPs mediado por extrato
aquoso de acai (cianidina-3-O-glucosideo).
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Fonte: a autora.

6.8.  Avaliacao do ensaio microbiolégico

Os resultados obtidos de halo de inibicdo das AgNPs produzidas estdo dispostos
na Figura 24 para a bactéria E.coli. Observa-se que para as diferentes amostras
investigadas ndo foi possivel identificar atividade inibitéria frente aos diferentes
microrganismos investigados, sendo observado que o extrato F (extrato de acai diluido)
proporcionou o favorecimento da proliferacdo das bactérias Streptococcus mutans,

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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Figura 24 - Resultado das AgNPs em diferentes condi¢des submetidas a E.coli.

N A

Fonte: a autora.

Uma possivel explicacdo para a auséncia microbicida das AgNPs estd na
composicao do acai, principalmente devido a presenca das antocianinas (cianidina 3-O-
glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo). Como relatado, essas substancias possuem
tendéncia a complexar metais (DE SOUZA; DE GIOVANI, 2004) e séo encontradas em
meio aquoso em diferentes equilibrios quimicos dependendo do pH, o que acarreta na
competicdo do efeito quelante e reducdo da prata catibnica. Desse modo, o efeito de
complexacdo dos ions prata pode ocorrer mesmo com concentracdes de extrato de acai
mais diluidas, reduzindo a capacidade das AgNPs para interagir com o ambiente celular.
Estudos como de Al-Thabaiti e Khan (2020) observaram o efeito de complexacéo de
antocianinas ao mediar a sintese de AgNPs, assim como o trabalho de Fedenko, Shemet
e Struzhko (2004) que investigou a tendéncia de complexacdo de metais das antocianinas
estudando sua interagcdo com ions cadmio.

E importante salientar que essa avaliagdo microbicida empregada ¢ influenciada
por diversos fatores como o numero, tamanho e forma das particulas, carga elétrica e
polaridade da substancia. Particulas maiores e mais numerosas, e também o uso de
solventes apolares para a preparacdo da substancia sdo decisivos na capacidade de se
difundir pelo agar e, portanto, podem mascarar sua atividade antimicrobiana (Girondi et
al., 2017).
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6.9.  Avaliacdo de viabilidade celular AgNPs

Ensaios de viabilidade celular s&o utilizados para monitorar uma resposta de
células contra um agente quimico ou farmaco, sendo empregada para avaliar agentes
desenvolvidos nas células, desse modo a viabilidade celular traz dados sobre a qualidade
de células em determinadas amostras (KAMILOGLU et al., 2020).

As amostras A, B, C, D, E, e F foram submetidas ao teste de viabilidade celular
(Figura 25), sendo citotoxica apenas para a amostra F (solucdo de AgNOs3) na diluigdo
1:1 (v/v) para fibroblastos L929 pelo ensaio MTT. Materiais que promovem a diminuicao
da viabilidade celular abaixo de 70% séo definidos como citotoxicos. As demais amostras
nédo exibiram toxicidade, indicando que as dispersdes de AgNPs produzidas empregando
0 extrato de acai s80 menos citotoxicas que a solucdo de AgNOs. Tal fato pode estar
relacionado com a capacidade de alguns metabolitos secundarios presentes no extrato
vegetal de acai complexar com ions Ag* formados a partir das AgNPs em processos de
oxirreducdo, reduzindo assim a capacidade desse ion de causar dano celular, conforme

corroborado pelos ensaios microbioldgicos realizados neste estudo.

Figura 25 - Viabilidade celular de fibroblastos L929 avaliada pelo ensaio MTT na diluigdo 1:1 do extrato
utilizando diferentes dispersdes de AgNPs e amostras de solugdo de AgNO:s.

._.

[=a) (] —

= o =
L

S
L)

-2
L)

Viabilidade celular (%o)

[

A B 8 D E F
Amostras

Fonte: a autora.

7. CONCLUSOES
Ao estudar a sintese de nanoparticulas de prata mediada por extrato aquoso de acai
(Euterpe oleracea), investigou-se os efeitos de alguns parametros fisico-quimicos, tais
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como a influéncia da concentracdo do extrato vegetal, pH e temperatura do meio de
reacdo. Foi observado que ao trabalhar com extratos em diferentes concentracgdes, a taxa
de formacéo das AgNPs ndo diferiu significativamente com o progresso da reacéo, apenas
nas horas iniciais a condicdo mais concentrada exibe uma maior quantidade de
nanoestruturas produzidas. No entanto, notou-se que com maiores concentracdes de
extrato de acai no meio reacional houve dificuldades na identificagdo do sinal de RPS ao
acompanhar a sintese com a técnica de espectroscopia eletrébnica UV-Vis. Desse modo,
as condicdes de extrato mais diluidas proporcionaram uma melhor visualiza¢ao do sinal
RPS e obtencéo de nanoparticulas mais estaveis.

Ao avaliar a influéncia do pH na producéo das NPs, trabalhou-se com as condigdes
diluidas do extrato de acai em meio reacional &cido (pH 6,0), neutro (pH 7,0) e alcalino
(pH 8,0). Nota-se que em meio neutro houve uma maior taxa de formacdo de NPs em
comparagao aos outros meios, neste pH os sinais de RPS foram identificados em menores
comprimentos de onda. No entanto, mesmo com o favorecimento da reducéo dos ions
Ag" para sintetizar as NPs, as biomoléculas exibiram baixa capacidade de controlar o
tamanho das nanoestruturas. Posteriormente, o efeito da temperatura na sintese das
AgNPs foi investigado considerando como um parametro fundamental para controle da
cinética da reacdo, podendo exercer influéncia na taxa de formacé&o e controle do tamanho
das NPs. Notou-se que o aumento de temperatura afeta a sintese de forma desfavoravel,
pois acarreta na degradacdo dos metabdlitos secundarios do extrato de acai, obtendo
menores quantidades de AgNPs.

A auséncia de atividade microbioldgica das AgNPs obtidas pode estar associada
a presenca de metabdlitos secundarios do extrato de acai que impedem a a¢do microbicida
dos ions de prata através da formacdo de complexos. Este fato também foi evidenciado
pela maior viabilidade celular das dispersdes de AgNPs em relacdo a solucdo de AgNO:s.

De forma geral, considerando os resultados obtidos no trabalho, a sintese de
AgNPs pode ser produzida em diferentes parametros reacionais (concentragédo de extrato,
pH e temperatura), principalmente utilizando condi¢Ges de extratos mais diluidas
(condicdo 2) em pH 7, resultando em nanoestruturas mais estaveis e com maior producao

de nanoparticulas em funcdo do tempo.
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