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RESUMO

A frente das propriedades singulares que dimensdes nanométricas possuem, a nanotecnologia
objetiva estudar e aprimorar as caracteristicas de materiais, além de atribuir novas
funcionalidades. As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo pertencentes a esse conjunto que, as
quais vem sendo amplamente investigadas, demonstram propriedades bactericidas. Em
alternativa aos métodos tradicionais de sintese, a Quimica Verde resulta em uma metodologia
mais sustentavel devido a utilizacdo de materiais potencialmente menos nocivos ao meio
ambiente. Nesse cenario, 0s componentes presentes em extratos vegetais propiciam a sintese de
nanoparticulas metalicas, considerando que as substancias bioativas presentes em plantas, como
as encontradas no guarana (Paullinia cupana), demonstram capacidade para mediar a producéo
e estabilizacdo dos nanoparticulados. As AgNPs foram produzidas através de diferentes
condicdes de sintese, de maneira a obter as melhores condicGes reacionais e, posteriormente,
analisar o potencial microbicida das dispersdes produzidas. A caracterizacdo do extrato aquoso
de guarana foi realizada através da espectroscopia eletronica UV-Vis, possibilitando relacionar
0 espectro encontrado com as transicdes eletrdnicas presentes nas estruturas do extrato vegetal.
A banda de ressonancia de plasmon de superficie (RPS) foi identificada e monitorada para as
demais condicdes de sintese das AgNPs. As condicdes de sintese em meio alcalino usando
concentracdes mais diluidas de extrato aquoso de guarana apresentaram bandas relacionadas a
formacdo de nanoestruturas mais intensas e simétricas, indicando a ocorréncia de
nanoparticulas de menores diametros e uniformes em relacdo aos meios acidos e neutros.
Ademais, 0 aumento de temperatura do meio reacional ndo causou efeitos consideraveis em
termos de quantidades de nanoparticulas produzidas, mas favoreceu os efeitos de complexagéo
em relacdo a sintese realizada em temperatura ambiente. A analise através da microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) confirmou o comportamento da banda RPS obtida para as
condicdes de sintese em meio 4cido e basico, sinalizando a producdo de nanoparticulas
monodispersas e esferoidais, que em conjunto as informacgdes obtidas pelas técnicas de
espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta, sugerem estruturas ainda mais
monodispersas de diametro hidrodinamico reduzido com o aumento da temperatura para
AgNPs produzidas em pH 9,0. Foi observada sensibilidade dos microrganismos S. aureus e
E.coli frente as AgNPs em sintese utilizando maior concentracdo de diluicdo de extrato de
guarana (condicdo 1) em pH 9,0 a temperatura ambiente, sendo nanoestruturas metalicas com
diametro hidrodinamico de 32,0 £ 0,6 nm.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Nanoparticulas de prata; Quimica verde; Guarana.



ABSTRACT

In addition to the unique properties that nanometric dimensions have, nanotechnology aims to
study and improve the characteristics of materials, in addition to assigning new functionalities.
Silver nanoparticles (AgNPs) belong to this set which, which have been widely investigated,
demonstrate bactericidal properties. As an alternative to traditional synthesis methods, Green
Chemistry results in a more sustainable methodology due to the use of materials that are
potentially less harmful to the environment. In this scenario, the components present in plant
extracts facilitate the synthesis of metallic nanoparticles, considering that the bioactive
substances present in plants, such as those present in guarana (Paullinia cupana), demonstrate
the capacity to mediate the production and stabilization of nanoparticles.The AgNPs were
produced through different synthesis conditions, in order to obtain the best reaction conditions
and, subsequently, to analyze the microbicidal potential of the produced dispersions. The
characterization of the aqueous extract of guarana was carried out through electronic UV-Vis
spectroscopy, making it possible to relate the spectrum found with the electronic transitions
present in the structures of the plant extract. The surface plasmon band (RPS) was identified
and monitored for the other AgNPs synthesis conditions. The conditions of synthesis in alkaline
medium using more diluted concentrations of aqueous extract of guarana showed bands related
to the formation of more intense and symmetrical nanostructures, indicating the occurrence of
nanoparticles with smaller diameters and uniforms in relation to acidic and neutral media.
Furthermore, increasing the temperature of the reaction medium did not cause considerable
effects in terms of the amounts of nanoparticles produced, but favored the complexation effects
in relation to the synthesis performed at room temperature. Analysis through transmission
electron microscopy (TEM) analyzes confirmed the behavior of the RPS band obtained for the
synthesis conditions in acidic and basic medium, signaling the production of monodisperse and
spheroidal nanoparticles, which together with the information obtained by dynamic light
scattering (DLS) and Zeta potential, suggest even more monodisperse structures with reduced
hydrodynamic diameter with increasing temperature for AgNPs produced at pH 9.0. Sensitivity
of S. aureus and E.coli microorganisms against AgNPs was observed in synthesis using a higher
dilution concentration of guarana extract (condition 1) at pH 9.0 at room temperature, being
metallic nanostructures with a hydrodynamic diameter of 32.0 £ 0.6 nm.

Keywords: Nanotechnology; Silver nanoparticles; Green chemistry; Guarana.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é a ciéncia que explora, produz e manipula nanoestruturas
investigando propriedades Unicas que dimensGes nanométricas possuem em relacdo as
particulas macro e micrométricas, aprimorando suas caracteristicas e conferindo novas
funcionalidades (JEEVANANDAM et al., 2018). O desenvolvimento da nanotecnologia
permitiu a criacdo de uma diversidade de nanomateriais e nanodispositivos (SARKAR,;
SARKAR, 2019), sendo que nas Ultimas décadas a importancia dessa ciéncia é refletida em
areas biomédicas, ambientais, eletrénicas e magnéticas (YADI et al., 2018). O atrativo ao se
trabalhar com nanoparticulas (NPs) advém de caracteristicas como a alta area de superficie, o
que permite a facilidade de interacdo com outros sistemas (PANTIDOS; HORSFALL, 2014),
aumentando o potencial para aplicagdes multifuncionais (WANG et al., 2017).

A nanociéncia e a nanotecnologia apresentam suas origens em um passado remoto no
qual se faziam uso dessa ciéncia, embora sem ter o nivel de conhecimento da atualidade
(ABDUSSALAM-MOHAMMED, 2019). Nanoparticulas de cobre, ferro e ouro eram
conhecidas na India como agentes terapéuticos na forma de Bhasmas e com outros
componentes, sendo o Bhasma de ouro usado para a cura de diabetes, asma bronquica, artrite
reumatoide e desordem nervosa (YADAV; UPADHYAY, 2020). No século IV D.C,
nanoparticulas foram utilizadas pelos romanos na fabricacdo do célice de Licurgo (Lycurgus
cup) e atualmente tem-se o entendimento que os efeitos coloridos visualizados em determinadas
condicdes de iluminacdo sdo decorrentes da presenca de nanoparticulas de prata e ouro
incorporadas ao vidro (BAYDA et al., 2020).

Na atualidade, um grupo amplamente estudado de nanomateriais que apresenta
diversidade em seu uso sdo as nanoparticulas metalicas (MNPs), e dentre elas, as nanoparticulas
de prata (AgNPs) sd@o investigadas especialmente por apresentarem propriedades
antibacterianas (ABBASI et al., 2016). A resisténcia de novas cepas de bactérias aos
antibioticos tornou-se uma problematica bastante discutida no presente, de forma que o
incentivo para o desenvolvimento de pesquisa e fabricacdo de nanomateriais bactericidas vem
a ser cada vez mais oportuna (ALNAYLI; AL HAMADANI; YASEEN, 2017). Compostos a
base de prata exibem forte efeito biocida para uma grande variedade de microrganismos, no

entanto, quando estdo em forma de nanoparticulas, este efeito é potencializado em razéo do
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grande aumento de area superficial disponivel para o microrganismo ser exposto, resultando
em sua morte (PRABHU; POULOSE, 2012).

A sintese de nanoparticulas pode ser realizada de modo sintético ou bioldgico e exibem
duas abordagens. Na abordagem top-down (de cima para baixo) o material macroscopico é
fragmentado até atingir tamanho nanométrico através de diferentes técnicas como por exemplo,
evaporacao-condensacdo, ablacdo a laser, irradiacdo elétrica, irradiacdo gama e litografia
(GUZEL; ERDAL, 2018). Ja na abordagem bottom-up (de baixo para cima), as nanoparticulas
sdo sintetizadas utilizando principalmente métodos quimicos e biologicos, construindo a
estrutura &tomo por 4tomo até atingir a escala nanomeétrica (RAFIQUE et al., 2017). O método
biolégico, no qual se utiliza bactérias, fungos e extratos de plantas, € uma alternativa
interessante e ecologicamente mais correta que o método quimico na abordagem bottom-up
(NADAROGLU; GUNGOR; SELVI, 2017), pois sua sintese ndo emprega produtos
potencialmente nocivos ao meio ambiente e aos seres humanos. Essa rota também se torna
interessante em comparacdo a abordagem top-down, uma vez que esses métodos consomem
grande quantidade de energia, resultam em baixa quantidade de nanoparticulas e alta
variabilidade quanto a forma e tamanho das estruturas produzidas (BEYENE et al., 2017).

O uso de extratos vegetais viabiliza a sintese de nanoparticulas metélicas por ser um
processo inovador e requer equipamentos de baixo custo para a sua produgdo. Componentes
presentes nos extratos vegetais, como polissacarideos, proteinas, aminoacidos, cidos organicos
e outros metabdlitos secundarios como polifendis, flavonoides, terpenoides, alcaloides, taninos
e substancias alcodlicas podem atuar tanto como agentes redutores da prata catiénica quanto
agentes estabilizantes (capping agents) das nanoparticulas produzidas (ALI et al., 2020).

Nesse contexto, o guarand (Paullinia cupana var. sorbilis) é uma planta de origem
amazonica e sua producdo esta associada, primordialmente, ao territorio do baixo Amazonas,
sendo que ao longo dos anos tem se expandido para outras regides brasileiras (TRICAUD;
PINTON; PEREIRA, 2016). O guarana é comercializado na forma de grdo torrado, moldado
em forma de bastdo ou xaropes, com 70% de sua producéo destinada a industria de refrigerantes
e o restante se distribui para o mercado externo e interno (DA SILVA et al., 2017). O guarana
é uma planta rica em diversos compostos bioativos, como as metilxantinas, saponinas, taninos,
catequinas, epicatequinas e proatocianinas (LIMA et al., 2017). Em virtude da abundancia
desses constituintes, o guarana se destacou no desenvolvimento de alimentos funcionais e
suplementos alimentares, uma vez que, os beneficios de salde estdo diretamente relacionados

a ingestdo desses compostos (DA SILVA et al., 2019). Substancias bioativas presentes nas
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plantas e extratos vegetais agregam capacidade de auxiliar a sintese de nanoparticulas metéalicas
(MARSLIN et al., 2018), portanto, as substancias encontradas em extratos de guarana podem
atuar de forma a reduzir ions metélicos, além de contribuir para a estabilidade dessas

nanoestruturas.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Os materiais em escala nanométrica se destacam por apresentarem propriedades e
caracteristicas fisico-quimicas superiores em compara¢ao com 0S mesmos materiais em macro
e microescala (KECILI; BUYUKTIRYAKI; HUSSAIN, 2019). A grande éarea de superficie em
relacdo ao volume é uma das mais importantes propriedades que 0s nanomateriais possuem
(AHMADI et al., 2017), o que proporciona caracteristicas Opticas especificas, assim como
propriedades magnéticas, elétricas e quimicas (PATHAKOTI; MANUBOLU; HWANG,
2018).

Entre uma ampla gama de nanomateriais, as nanoparticulas metalicas tém atraido a
atencdo da comunidade cientifica por apresentarem variedade de aplicacGes em diversas areas
do conhecimento (ADIL et al., 2015). Em destaque, as nanoparticulas de prata exibem
excelente estabilidade quimica e propriedades antifungica e bactericida (LIAO; LI; TIONG,
2019). Por esse motivo, tecidos adquirem caracteristicas antimicrobianas ap6s serem revestidos
com AgNPs, reduzindo a transmissdo de doengas infecciosas (LIN et al., 2018). As AgNPs
podem ser utilizadas em areas biomédicas com aplicacdo direta nas superficies de préteses,
dispositivos médicos, queimaduras e feridas para inibir infeccGes bacterianas e até mesmo
acelerar a cicatrizacao de ferimentos (PALLAVICINI et al., 2017).
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2.2  Potencial biocida das AgNPs

Recentemente, a investigacdo sobre a interacdo entre bactérias e nanoparticulas tem
ganhado grande relevancia em estudos que abordam a resisténcia aos antibioticos e a grande
capacidade de colonizacédo das superficies, 0 que possibilita a formacéo de biofilmes e o risco
de infeccbes (PAJERSKI et al., 2019). A primeira barreira que um agente antimicrobiano deve
ultrapassar quando ocorre interacdo € a parede celular bacteriana, com o peptidoglicano sendo
seu principal constituinte. Em bactérias Gram-positivas, essa camada se posiciona
externamente a parede celular e é bastante espessa (CHRISTOFFERSON et al., 2020). Por
outro lado, as bactérias Gram-negativas exibem maior complexidade estrutural, pois possuem
duas membranas lipidicas distintas e uma fina camada de peptidoglicano entre elas (TAVARES
et al., 2020), como demonstra a Figura 1 - A. O mecanismo de acao das AgNPs contra bactérias
exibe complexidade para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, principal vantagem
guando se compara aos medicamentos tradicionais. 1sso ocorre porque a interacdo entre as
AgNPs e as bactérias pode ocorrer de variadas formas, como pelo bloqueio do processo de
respiracéo celular, interagdo com DNA bacteriano e indugéo de sua degradacao, interacdo com
enzimas responsaveis pelo ciclo energético celular ou interrompendo a fungdo de proteinas,
além de poder induzir a ruptura da parede celular (PRASAD et al., 2017), como observado na
Figural - B.
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Figura 1 - Representacdo da diferenga estrutural entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (A);
mecanismo de ac¢éo das AgNPs contra a proliferacdo bacteriana (B).

(A)

Gram-negativa Gram-positiva

an) Anaaay!
' ‘I Membrana externa
rmUAm”( £000 = %
| | i Espago

RNK% W : ‘\ periplamético ’ Ng “
B0600066 L BLeLes é

( ‘,Proteina 0 Acido teicéico | Lipopolissacarideo DPorina - Peptidoglicano

Fonte: Adaptado de Fanoro; Oluwafemi (2020).

(B)

SR,

Dano na » Inibicdo da cadeia
membrana celular ® de transporte de
®*, 0 elétrons

Estresse oxidativo

' ﬂ*
Desestabilizacdo - ° :
dos ribossomos A For: magao de ROS |

- n
o W‘Qs %
Degradagdo do DNA o8

Disfuncao Dano na proteina
mitocndrial \ j /
Morte celular

AN SN

Fonte: Rahman et al. (2019).




O potencial biocida das AgNPs abrange diferentes tipos de patdgenos, como por
exemplo em fungos produtores de esporos. Estudos relatam que as AgNPs podem atuar como
fungicidas menos tdxicos do que fungicidas sintéticos (KHEZERLOU et al., 2018). Em sintese,
um dos mecanismos de acdo proposto ocorre por inibicdo do crescimento celular em fungos
através da interacdo das nanoestruturas com as bombas de protons, danificando e causando a
desnaturacdo da proteina da superficie fungica (NISAR et al., 2019). Os tratamentos médicos
com agentes antifungicos também enfrentam desafios devido ao surgimento de cepas resistentes
a medicamentos e apesar de menos frequentes, as doencas causadas por fungos exibem alta
patogenicidade (AMEEN et al., 2018). Logo, quando AgNPs sdo utilizadas para fins
biomédicos deve-se evitar qualquer possivel toxicidade originada durante a sintese. Nesta
perspectiva, a sintese verde se apresenta como uma alternativa interessante para producéo de
nanoparticulas (PALLAVICINI et al., 2017).

2.3  Métodos de sintese de nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas podem ser sintetizadas através de diferentes métodos, como
pirélise, abrasdo e reducdo quimica. No entanto, esses métodos apresentam deficiéncias como
alto custo, baixa taxa de producéo, alta necessidade de energia, além da utilizacdo de produtos
potencialmente nocivos a salde humana e ao meio ambiente, o que limita suas aplicacfes em
diversas areas (HAFEEZ et al., 2020; PIRTARIGHAT; GHANNADNIA; BAGHSHAHI,
2019). Como alternativa as desvantagens que os métodos quimicos e fisicos possuem, as
abordagens baseadas nos preceitos da Quimica Verde resultam em processos sustentaveis por
utilizarem produtos e materiais ambientalmente menos danosos (ALSAMMARRAIE et al.,
2018), se baseando em trés caracteristicas importantes: uso de solventes verdes, uso de um
agente redutor ecologicamente menos nocivo e 0 uso de um agente ndo tdxico como
estabilizador (NAYAK et al., 2016). Conforme a Figura 2, a sintese verde pode empregar
enzimas, bactérias, fungos e extratos de plantas no processo de sintese de nanoparticulas
(SANDHU; SHUKLA,; SHUKLA, 2017). Em particular, os extratos vegetais apresentam uma
mistura de diferentes tipos de biomoléculas que proporcionam estabilidade para as

nanoparticulas produzidas (SINGH et al., 2020).
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Figura 2 - Representacdo dos diferentes métodos alternativos de sintese de nanoparticulas metalicas.
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A possibilidade de investigar metodologias que envolvem extratos de plantas na sintese
de nanoparticulas metalicas foi abordada em um dos estudos iniciais reportados por Gardea-
Torresdey et al. (2003). Os autores relataram a formacéo de nanoparticulas de prata através de
um sistema de plantas, demonstrando a capacidade das raizes da alfafa (Medicago sativa)
absorverem Ag®do meio no qual estavam inseridas e, seguidamente, ocorreu a transferéncia da
Ag no mesmo estado de oxidacdo para o broto da planta, resultando em uma organizacao dos
atomos de prata que deram origem a um sistema nanoparticulado.

Neste sentido, a compreensdo sobre o potencial de metodologias que envolvem uso de
extratos vegetais na sintese de nanoparticulas de prata é demonstrada em estudos iniciais que
abordaram essa tematica. Os autores Shankar, Ahmad e Sastry (2003) evidenciaram que a
utilizacdo de extratos de folhas de gerédnio (Pelargonium graveolens) na formacdo de
nanoparticulas resultou em uma significativa reducdo de ions prata. Neste estudo, os autores
afirmaram que a taxa de reducdo foi mais rapida quando comparada a utilizagdo de uma
determinada espécie de fungo na sintese de nanoestruturas, de modo que a metodologia de
biossintese de nanoparticulas metélicas pode atingir taxas de sintese comparaveis as dos

métodos quimicos convencionais.
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2.4  Influéncia dos parémetros fisico-quimicos na sintese de AgNPs mediada por
extratos vegetais

O rendimento e a taxa de producdo sdo parametros de extrema relevancia quando se
refere a sintese verde de nanoparticulas metélicas, e logo, a condicéo de biorreducao no decorrer
da sintese é uma variavel critica. A concentracdo do extrato vegetal e da fonte de ions prata
(usualmente o nitrato de prata (AgNOs)), o pH e a temperatura devem ser controlados e
otimizados para cada sistema, pois séo fatores que podem afetar o tamanho, a morfologia das
NPs e a velocidade da reacdo (SOOD; CHOPRA, 2018).

Diversos trabalhos buscam evidenciar a relacdo da concentracdo do extrato (em funcgéo
da disponibilidade de biomoléculas presentes) com a forma final das nanoparticulas. Segundo
0 estudo de Dong et al. (2016), o tamanho, a dispersibilidade, a distribuicdo e a forma das
nanoparticulas sdo influenciadas pela quantidade de extrato vegetal, assim como apontou que a
crescente concentragdo de AgNO3 reflete em um aumento no tamanho das nanoparticulas. O
tempo de contato entre o extrato vegetal com a solucao de metal é outro fator que esta vinculado
a biorreducdo dos ions metélicos, de forma que, esse tempo esta correlacionado a
disponibilidade dos agentes redutores presentes na sintese dos nanoparticulados (OMOBAYO
ADIO et al., 2016).

Da mesma forma, a dependéncia do pH da solucdo quanto ao tamanho das
nanoparticulas sintetizadas através da abordagem da sintese verde é amplamente discutida em
diferentes estudos que afirmam sua influéncia na quantidade de nanoparticulas produzidas e em
sua estabilidade. Observacdes sobre o0 aumento de pH do meio reacional, quando comparadas
a sintese de nanoparticulas em meio acido indicam um aumento da velocidade de reacdo de
reducdo do cation prata, assim como produziram nanoparticulas de tamanhos menores e
esféricas. Considerando que diferentes extratos exibem diferentes valores de pH, em meio
basico, ha uma maior quantidade de grupos funcionais disponiveis capazes de se ligar a prata
e, por consequéncia, formar um grande nimero de nanoparticulas com diametro reduzido
(IRAVANI; ZOLFAGHARI, 2013; SOOD; CHOPRA, 2018).

Diversos trabalhos sugerem que o aumento na taxa de reacdo e a formacao de centros
de nucleacdo das NPs estdo relacionados ao aumento da temperatura de sintese (SINGH et al.,
2020). A temperatura € um dos fatores que mais influenciam o tamanho e a forma das

nanoestruturas, por consequéncia, ha um namero crescente de revisdes que avaliam o efeito da
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temperatura na sintese de AgNPs. A elevacao desse pardmetro promove um aumento de energia
cinética dos reagentes, refletindo em uma aceleracdo na taxa de reducéo dos ions metalicos e
provocando uma producdo elevada de NPs, além de influenciar de forma crucial sua morfologia
e o0 seu tamanho (CHUNFA et al., 2018; NAGAR; DEVRA, 2018), resultando em formas mais
homogéneas e em uma menor possibilidade de crescimento do tamanho das estruturas (JAIN;
MEHATA, 2017).

2.5  Espectroscopia de absor¢éo molecular na regido do UV-Vis na caracterizagao de
AgNPs

A caracterizacdo de nanoparticulas, de modo geral, é realizada com relacdo a sua forma,
tamanho, area de superficie e indice de polidispersividade (SOOD; CHOPRA, 2018). A
espectroscopia de absorcdo molecular na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) é um método
comumente utilizado para caracterizar as propriedades dpticas e eletrénicas das nanoparticulas.
A propriedade dptica que se resulta da interacdo entre o campo eletromagnético da luz com as
nanoparticulas metélicas € denominada como ressonancia de plasmon de superficie (RPS),
podendo ser observada na faixa do visivel para trés metais na forma de nanoestruturas: ouro,
cobre e prata. A vista disso, 0 ambiente dielétrico, o tamanho e a forma das nanoparticulas
metalicas determinam a posicdo espectral de absorcdo da banda, assim como sua largura,
tornando a técnica bem consolidada em diversos estudos que investigam as variacdes das
bandas RPS (AMENDOLA; BAKR; STELLACCI, 2010; SMITHA et al., 2008; WANG et al.,
2019).

2.6  Atividade antimicrobiana em relacéo aos formatos e tamanhos da AgNPs

A caracterizacdo das NPs esta intimamente relacionada ao seu potencial antimicrobiano,
uma vez gque 0 mecanismo antibacteriano é influenciado pelo tamanho, forma, carga de
superficie e concentragdo das AgNPs (SINGH; MIJAKOVIC, 2022). Em consenso, diversos

autores apontaram que a diferenca na capacidade antibacteriana pode ser compreendida do
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ponto de vista da area de superficie das nanoestruturas metélicas. Estudos iniciais sobre a
atividade bioldgica das AgNPs com formas variadas foi avaliada por Pal, Tak e Song (2007)
comparando NPs esféricas, em bastonete e triangulares truncados, em que AgNPs em formato
triangulares de tamanho médio de 40 nm apresentaram melhor atividade antibacteriana para
Escherichia coli em comparacéo ao formato esférico.

Apesar da ideia de MNPs em formatos triangulares truncados apresentarem forte efeito
microbicida ser bem consolidada, trabalhos recentes demonstram que NPs esferoidais
apresentam forte acdo antibacteriana mesmo comparada a outros formatos. Cheon et al. (2019)
avaliou a atividade antibacteriana para trés morfologias de AgNPs (esférica, disco e placa
triangular) utilizando trés microrganismos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa). As NPs em formato esférico demonstraram maior acéo
antimicrobiana devido sua atividade ser em funcdo da liberacdo de ions Ag*™ das NPs (Ag°®),
relacionando seus resultados a dependéncia da quantidade de ions Ag" liberados e area de
superficie, em que a area de superficie total foi maior para NPs em forma esferoidal. Logo,
AgNPs com tamanhos reduzidos em formatos esféricos ou quase esféricos sdo mais suscetiveis
a liberacdo de ions Ag™ dentro da célula bacteriana devido a sua maior area superficial
(AHMAD et al., 2020; BARABADI et al., 2021).

Sob a perspectiva da Quimica Verde, a atividade antimicrobiana vem sendo bastante
avaliada, correlacionando formatos e tamanhos de MNPs produzidas. A vista disso, os autores
Vishwanath e Negi (2021) relatam a predominancia de formatos esferoidais com tamanhos
médios entre 15-40 nm para AgNPs formadas mediante sintese verde com atividade
microbicida para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em concordancia com Restrepo
e Villa (2021), em que os autores sugerem que essa morfologia prevaleca devido as diferencas
na ligacdo de biomoleculas presentes em extratos vegetais com a superficie das AgNPs.
Adicionalmente, as modificacdes nas superficies dessas nanoestruturas causadas por moléculas
organicas, as quais podem atuar como agentes estabilizadores podendo reduzir a agregagéo,
podem aumentar a liberacédo de ions Ag*, melhorando as atividades de dissolugdo das AgNPs,

0 que reflete na acdo antibacteriana (AHMAD et al., 2020).
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2.7  Potencial de extratos aquosos de guarana na sintese de AgNPs

A bioatividade dos extratos de plantas vem sendo exponencialmente investigada na
sintese de NPs, o que possibilita explorar a ampla biodiversidade da flora brasileira. O guarana
(Paullinia cupana), apresentada na Figura 3, pertence a familia das plantas Sapindaceae, sendo
nativa da regido amazoénica, sua versatilidade inclui efeitos bioldgicos que vem sendo o

principal foco de investigacdes de suas acdes farmacoldgicas (ARAUJO et al., 2021).

Figura 3 - Imagem da fruta do guaranazeiro.

Fonte: Salomao-Oliveira (2018).

As propriedades funcionais associadas ao guarand, como acdo termogeénica,
antioxidante, antimicrobiana e energética sdo atribuidas aos compostos organicos presentes em
sua composicao fitoquimica (CARVALHO et al., 2016; MARQUES et al., 2019), como a
cafeina em grande quantidade, teobromina e a teofilina, como mostrado na Figura 4, além dos
taninos condensados (SANTANA; MACEDO, 2019). As metilxantinas possuem em sua
composi¢do atomos com pares de elétrons livres, como nitrogénio e oxigénio, que apresentam
potencial na complexacéo com ions metélicos (BANDEIRA et al., 2020; ROLIM et al., 2019).
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Figura 4 - Estruturas quimicas das metilxantinas presentes no guarana.
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Fonte: Novaki et al. (2021).

As investigagdes que refletem a bioatividade dos flavonoides em relacdo a sintese de
NPs sugerem que 0s grupos funcionais presentes em suas estruturas atuam como agentes
redutores. Afirmando essa capacidade de interacdo, Hussain et al. (2019) demonstraram a
capacidade de grupos funcionais, como hidroxila e carbonila, auxiliarem na reducdo de ions
metalicos para a formacgdo de nanoparticulas.

O guarana também possui quantidade significativa de flavan-3-ois quando se compara
a outros compostos presentes, sendo elas a catequina e a epicatequina (SANTIAGO-MEDINA
et al., 2017). Os flavonoides sdo compostos polifendlicos e sua estrutura € composta por dois
anéis benzénicos ligados a um anel heterociclico (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019).
A estrutura quimica béasica dos flavonoides, como mostrado na Figura 5, é composta pelo anel
A aromatico fundido a um anel C heterociclico, ligado através de uma ligacao carbono-carbono
ao anel B (UIVAROSI; MUNTEANU, 2017).

O ndmero de grupos hidroxila e a estrutura dos flavonoides sdo importantes para a
interacdo com 0s metais. Em relacdo aos flavondis, devido a estrutura orto-diidroxila no anel A
ou B (catecol) que fornece um sistema de conjugacdo m e a por¢do hidroxila na posi¢do 3 anel
C, esses compostos apresentam potencial para sintese de AgNPs, além de auxiliar a
estabilizacdo dos nanoparticulados (HUANG; CHENG, 2018).
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Figura 5 - Estrutura basica de uma molécula de flavonoide.

Fonte: Simunkova et al. (2020).

3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

Obter nanoparticulas de prata através da sintese mediada por extratos aquosos de
guarana em diferentes condicdes de sintese e verificar a atividade microbicida dos coloides

metalicos preparados.

3.2  Objetivos Especificos

a) Obter os extratos de guarana;

b) Caracterizar o extrato vegetal por espectroscopia de absor¢do molecular na regido do
UV-Vis;

c) Monitorar 0 progresso de sintese das nanoparticulas por espectroscopia de absor¢éo

molecular na regido do UV-Vis;
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d) Estudar os parametros de reagdo (tempo de reacdo, relacdo entre quantidade de Ag*

e extrato vegetal, pH e temperatura) através da espectroscopia de absor¢do molecular na regido

do UV-Vis;

e) Verificar a dimensdo e estabilidade das nanoparticulas obtidas pelas técnicas de

espalhamento de luz dindmico (DLS), potencial Zeta e microscopia eletrénica de transmissao

(TEM);

f) Avaliar o potencial microbicida dos materiais preparados mediante testes

antimicrobianos.

4. METODOLOGIA

4.1  Equipamentos e materiais de laboratdrio

Para executar as atividades do presente trabalho foram utilizados os seguintes

equipamentos (Tabela 1) e reagentes quimicos (Tabela 2).

Tabela 1 - Equipamentos e materiais utilizados para a producao, caracterizacdo das AgNPs e ensaio

antimicrobiano.

Equipamento Modelo Fabricante
Agitador magnético/ aquecedor CE-1540/A15 Cienlab
Balanca Analitica AUY220 Shimadzu
Centrifuga - Centribio
Espectrofotémetro UVv-M51 Bel
Refrigerador - Electrolux
Liquidificador LE450FBR Black&Decker
pHmetro pH 140 Simpla
Capela de segurancga biologica Pa70 Pachane

Estufa de secagem Circulacao natural Ethik Technology
Autoclave AV 75 BS equipamentos

Fonte: A autora (2023).
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Tabela 2 - Reagentes utilizados para a producéo, caracterizacdo das AgNPs e ensaio antimicrobiano.

Reagente Férmula quimica Procedéncia
Guarana - Maues - AM
Hidroxido de sodio P.A NaOH Biotec R.A.
Nitrato de prata P.A AgNO3 Laderquimica
Caldo nutriente - KASVI
Agar Mueller Hinton i KASVI
Amoxicilina 10 mcg . Cecon
Clo-clorafenicol 30 mcg . Cecon

Fonte: A autora (2023).

Os microrganismos utilizados nos testes de halo de inibicdo estdo dispostos na Tabela

Tabela 3 — Microrganismos utilizados no ensaio antimicrobiano.

Microrganismos Cadigo
Escherichia coli ATCC 259232
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Salmonella sp. ATCC 14028

Fonte: A autora (2023).

4.2  Métodos
4.2.1 Preparacdo do extrato aquoso de guarana

O p6 do guarana foi obtido no comércio local do municipio de Maués-AM. Inicialmente,
1 g do p6 do guarana foi disperso em 100 mL de &gua destilada e com auxilio de um
liquidificador, a homogeneizacéo ocorreu durante 10 min com a finalidade de aumentar a area
superficial para melhor extracdo dos constituintes do guarana como se observa na Figura 6 - A.
A amostra foi posteriormente armazenada em geladeira por 24 h (Figura 6 - B), em seguida foi
centrifugada a 3.000 rpm para que a presenca de material insoluvel seja retirada (Figura 6 - C).

A solucdo de extrato vegetal foi guardada em geladeira por até 1 semana ap0s seu preparo.
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Figura 6 - Amostra homogeneizada (A); amostra acondicionada em geladeira por 24 h (B); extrato aquoso de
guarana (C).

(A) (B) — (e

Fonte: A autora (2022).

A caracterizacdo para 0 extrato aquoso de guarana foi realizada mediante
monitoramento através da espectroscopia eletrénica UV-Vis, assim como monitoramento deste

extrato vegetal em diferentes pHs, ajustados utilizando solugdo de NaOH 0,01 mol.L™.

4.2.2 Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Em béqueres revestidos com papel aluminio, para minimizar a fotoativacéo do nitrato
de prata com a luz, foram adicionados 50 mL de solugdo aquosa de AgNO3 de 1x10“* mol L.
Posteriormente, 3 condi¢Ges com concentragdes distintas de extrato vegetal, sendo condicgéo 1
(2,5 mL de extrato + 2,5 mL de agua destilada), condicdo 2 (1,4 mL de extrato + 3,6 mL de
agua destilada) e condicdo 3 (1,0 mL de extrato + 4,0 mL de agua destilada) foram adicionadas
nos béqueres contendo a solugdo aquosa de AgNOz sob agitacdo constante durante 24 h e
temperatura ambiente (25- 30 °C).

Em relacéo aos ensaios de producdo das nanoestruturas, foi utilizado 5,0 mL de extrato
de guarana em diferentes diluicdes em 50 mL de solucdo aquosa de AgNQO3z, de modo a totalizar
um volume de mistura de 55 mL. Os meios reacionais foram ajustados para neutro e basico
utilizando uma solugéo de NaOH 0,1 mol L™ . Para a sintese de AgNPs em condicdes 1 e 2 de
extrato vegetal em pH 9,0 também foram investigadas as temperaturas do meio reacional de 50
e 70 °C.
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4.2.3 Monitoramento da sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

A evolucdo na producdo das nanoparticulas de prata foi acompanhada pela técnica da
espectroscopia molecular de absorcao na regido do UV-Vis através do monitoramento da banda
associada a ressonancia de plasmon de superficie, localizada entre 350 a 600 nm (SAMPAIO;
VIANA, 2018). Apds o inicio do contato entre as solugdes, foram retiradas aliquotas a cada
hora nas primeiras 4 h de sintese, seguidamente, as analises foram realizadas nos tempos de 8,
24, 36, 48 h e 3-21 dias.

4.2.4 Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e Espectroscopia de energia

dispersiva de raios-X (EDS)

Através do microscopio JEOL modelo JEM 1400, operando a uma tensdo de 120 kV,
foi possivel obter as imagens de microscopia eletrénica de transmissdao (TEM). As amostras
foram diluidas em agua destilada e por gotejamento, a dispersdo coloidal foi disposta em um
porta-amostra de cobre de 400 mesh revestido com uma pelicula de carbono (lacey carbon) até
a evaporacao da gota a temperatura ambiente apds 24 h. O EDS € acoplado ao microscopio,
possibilitando a ampliacdo e visualizacdo da amostra em areas determinadas, tais amostras

foram preparadas sob mesmas condicdes para analise TEM.

4.2.5 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e analise de potencial Zeta

A determinacdo do didmetro hidrodindmico e indice de polidispersividade das AgNPs
foram realizados utilizando o equipamento Zetasizer NanoZS - Malvern Instruments. As
amostras contendo AgNPs foram previamente diluidas em agua ultrapura, em seguida, a analise
DLS foi realizada utilizando um laser de hélio-néonio (4 mW) operando em 633 nm a um

angulo de 173 °. As medicGes foram realizadas em triplicata, em modo automético a 25 °C. O
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potencial Zeta foi determinado manualmente em triplicata utilizando uma célula de eletroforese
capilar DTS-1070.

4.2.6 Ensaios de halo de inibicéo

Para os testes antimicrobianos foram utilizados trés microrganismos distintos, sendo:
Salmonella sp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O procedimento ocorreu em 3 etapas.
Na primeira etapa, 0os microrganismos foram inseridos em caldo nutriente e em seguida
acondicionado na estufa a 37 °C por um periodo de 24 h, sendo 2 g de caldo nutriente em 200
mL de agua destilada dissolvido mediante aquecimento e agitacdo. A segunda etapa consistiu
na diluicdo dos microrganismos ja cultivados até que se obteve o valor de absorbéncia igual a
0,03 no comprimento de onda de 600 nm, para depois realizar o procedimento de verter as
bactérias no meio de cultura preparado utilizando a proporc¢édo de 36 g de agar para 1 L de 4gua
destilada dissolvido por aquecimento e agitacdo, disseminando-o em placas de Petri estéreis. A
etapa final consistiu em introduzir de forma organizada os discos blanks estéreis imersos nas
dispersdes de nanoparticulas que apresentaram melhores caracteristicas de estabilidade apds a
sintese, além do extrato de guarana e solucdo aquosa de nitrato de prata (controles negativos),
assim como a introducdo do antibiético (controle positivo) nas placas de Petri, em seguida
foram incubadas por 24 h a 37 °C, posteriormente foram medidos os halos de inibicéo resultante

do antibiograma. Os ensaios foram realizados em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo do extrato aquoso de guarana mediante espectroscopia eletronica
UV-Vis

Inicialmente, fez-se necessario o processo de monitoramento através da espectroscopia
eletrénica UV-Vis para 0 extrato aquoso de guarana para avaliacdo de seu perfil quimico e
determinacéo da validade do extrato apds o seu preparo. O espectro mostrado na Figura 7 exibe
duas bandas, uma banda intensa em uma faixa de 200 nm e a segunda banda moderada faixa de

280 nm. Com méximo de absor¢do proximo a 200 nm, a primeira banda esta relacionada as
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transicdes eletrdnicas entre orbitais moleculares dos sistemas conjugados de anéis aromaticos
do tipo m=—7*, ja a segunda banda situada em 280 nm esta relacionada as transigdes eletronicas

n—7* (PAVIA et al., 2010).

Figura 7 - Espectros eletrénicos UV-Vis para o extrato aquoso de guarana.
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Fonte: A autora (2022).

O extrato de guarana contém uma grande quantidade de cafeina quando comparada as
outras quantidades de metilxantinas presentes (TORRES et al., 2022). Quando essa substancia
¢ analisada de forma isolada através da espectroscopia UV-Vis apresenta maximo de
absorbancia em uma faixa de 270 nm (HAGOS et al., 2018; MUHAMMED; SEID; HABTE,
2021; NOVAKI et al., 2021), podendo ser atribuida a transigdo eletronica n—m*
(KAMALAKANNAN et al., 2017), uma vez que a cafeina apresenta grupos carbonila em sua
estrutura.

A posicdo dos sinais quando realizada a caracterizagdo por espectroscopia UV-Vis
denotam informagGes importantes sobre as espécies absorventes presentes em extratos vegetais.
Contudo, essa tecnica quando aplicada de maneira individual fornece informacgdes sobre as
transicOes eletronicas presentes nas estruturas das moléculas orgénicas, porém ndo é capaz de
determinar a composicéo destas, uma vez que tais transicdes podem estar relacionadas a mais
de um composto, podendo exibir sobreposi¢des ou apresentar valores muito proximos de

maximo/minimo de absorcéo.
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Estudos sobre flavonoides relatam dois principais maximos de absorcdo que
correspondem ao sistema cinamoila (Anel B - catecol) e benzoila (Anel A) presentes em sua
estrutura basica (SANTOS et al., 2017). Tal comportamento referente ao espectro apresentado
na Figura 7, sendo uma banda de menor intensidade em uma faixa de 300 nm que aparece como
ombro de uma banda de alta intensidade a uma faixa de 200 nm, é um forte indicativo de
presenca de compostos flavonoidicos (DHIVYA; KALAICHELVI, 2017).

A composicdo quimica de extratos aquosos de guarand foi demonstrada
quantitativamente em diversos trabalhos que, em comum, indicam as concentracfes de
componentes majoritarios. Os flavonoides representados como catequina e epicatequina sao
encontrados no guarana em altas concentragdes, principalmente quando extraidos em &gua a
temperatura ambiente (MAJHENIC; SKERGET; KNEZ, 2007, TORRES et al., 2022).
Conforme a Figura 8, suas estruturas podem estar relacionadas as bandas presentes no espectro
eletronico do guarand, uma vez que estes flavonoides possuem transi¢fes eletrdnicas do tipo
n—n*, com maximos de absor¢do encontrados na literatura dentro destes comprimentos de

onda (ATOMSSA; GHOLAP, 2015; BARK et al., 2011; MAOELA et al., 2009).

Figura 8 - Estrutura da catequina relacionada as bandas presentes no espectro UV-Vis.
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Fonte: Adaptado de Huang; Chen (2018); Bukhari et al. (2009); Feng; Hao; Li (2017).

Ainda de acordo com a Figura 7, nota-se que os extratos foram monitorados sem
alteracdo do pH do extrato de guarana, o qual apresentava pH de 5,5, e com a alteracdo do
sistema, com os valores de pH sendo 7,0 e 9,0. Observa-se um deslocamento batocrémico em

96 h na regido de 200 nm para aproximadamente 220 nm para o extrato com pH 5,5. Tal
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comportamento é reportado como indicativo de degradacdo dos compostos organicos presentes
em extratos vegetais, 0 que pode ser causada por diversos fatores, como: luz, exposi¢do ao
oxigénio, tempo e temperatura (ARAMPATH; DEKKER, 2019; CHAVES et al., 2020;
NISTOR et al., 2022; RAMESOVA, 2012). Para os ensaios de sintese de AgNPs foram
utilizados os extratos aquosos de guarana em pH 5,5 em até 3 dias (72 h) de preparo, uma vez
que alem do monitoramento por espectroscopia eletrénica no UV-Vis, notou-se que em tempos
maiores o extrato adquiriu mudanca em sua coloracdo durante o armazenamento, realcando a
baixa estabilidade dos flavonoides em periodo de tempo mais longos.

Estudos avaliativos sobre a concentragdo dos componentes majoritarios do guarana
relatam o grau de estabilidade dessas biomoléculas mediante a extracdo cida e basica. Desta
forma, quando expostas as condi¢des basicas, ndo ha indicios de reducéo significativa no teor
de metilxantinas, como a cafeina, diferentemente para os flavonoides, como a catequina e a
epicatequina. Este fato podera estar relacionado a oxidagdo da catequina que, contendo uma
fracdo catecol, pode ser convertida em sua forma oxidada em solugdo aquosa denominada
quinona (KIM; LEE; RYU, 2020; MACHADOQO, et al., 2018). Ademais, o processo de aumento
no pH implica em uma mudanca de coloracdo amarelada mais rapidamente, o que foi observado
para o extrato em pH 9,0 em relagéo ao pH 5,5, sendo um indicativo da transformacao de alcoois
para grupos ceto (TAN et al., 2020). Entretanto, diferentes trabalhos indicam que existe a
possibilidade deste ativo ser mantido proporcionalmente e néo ser totalmente degradado, pois
mantém uma concentracdo maior quando comparada ao ativo de forma isolada (ROGGIA et
al., 2020) em concordancia com os espectros apresentados na Figura 7, onde ndo existem

diminuicdes significativas de absorbancia para os extratos submetidos ao aumento de pH.

5.2  Producdo de AgNPs mediada por extrato aquoso de guarana

A medida que ocorreu o avango da reacdo em funcdo do tempo entre a solucéo de
AgNO:s e extrato aquoso de guarana em diferentes concentra¢fes em pH 5,5 foi observado uma
mudanca de coloracdo do meio reacional, na qual passou de incolor para castanho claro, como
demonstrado na Figura 9.

A mudanca de coloracao é atribuida a presenca de nanoparticulas metalicas (PU et al.,
2018), essa progressiva alteracdo na tonalidade da solucdo é proveniente da interacdo do campo

eletromagnético da luz com o meio reacional, o que resulta na oscilagdo dos elétrons da banda

31



de conducdo, denominada de ressonancia de plasmon de superficie (RPS) (AMIRJANI,
FATMEHSARI, 2018). A coloracdo castanho é um indicativo da formacgdo e presenca de
AgNPs no meio reacional (ELAMAWI; AL-HARBI; HENDI, 2018), desta maneira, a
intensidade na coloragdo dos coloides metalicos em solucédo é dependente da concentracdo das
AgNPs produzidas (BADI’AH et al., 2019), assim como apresenta relagdo com tamanho e
forma destes coloides metalicos (CAO et al., 2010). Com o decorrer dos 21 dias uma notével
mudanca na intensidade e na coloracéo das solucGes foi observada para as condi¢des neste meio
reacional.

Figura 9 - Imagem do progresso reacional das AgNPs em pH 5,5 em diferentes concentragdes de extrato de
guarana em 1 hora (1) e 24 horas (2): A) condicdo 1 B) condicdo 2 e C) condigdo 3.

II

Os estudos iniciais de produgdo das AgNPs foram realizados sem altera¢do no pH do

Fonte: A autora (2022).

extrato de guarana, o qual apresentava pH de 5,5. De acordo com os estudos realizados por
espectroscopia eletrénica de absorcéo na regido do UV-Vis foi possivel acompanhar a presenca
e evolucdo da banda plasmon de superficie localizada entre 350 a 600 nm, caracteristica das
AgNPs (SAMPAIO; VIANA, 2018).

Na Figura 10, observa-se 0 progresso da banda plasménica referente a sintese das
nanoestruturas empregando maior concentracdo do extrato vegetal (condicdo 1). No decorrer
dos 21 dias ocorreu um efeito hipercrdmico, indicando que a reacdo ndo é instantanea, com
maximo de absorbancia proximo a 400 nm. Em geral, as bandas de RPS s&o influenciadas por
fatores como tamanho, forma, morfologia, composi¢do e ambiente dielétrico das nanoparticulas

(CANDAN et al., 2021), diversos estudos realizados sugerem a formacdo de nanoparticulas

32



esferoidais em torno de 400 nm, com variac¢Oes dentro dessa faixa de comprimento (HUSSAIN,
KHAN, 2014; PRATHNA et al., 2011).

Figura 10 - Espectros eletrénicos UV-Vis referente a sintese de AgNPs para 0s meios reacionais contendo
quantidades de extrato de guarana na condicéo 1 e pH 5,5.
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Fonte: A autora (2022).

Diante os espectros eletrdnicos UV-Vis apresentados para a sintese de AgNPs
identifica-se a presenca de um efeito hipercromico, de maneira ordenada, para a banda II
localizada préximo a 270 nm. Em estudos como o de Zhang et al. (2018), essas mudancas
espectrais foram atribuidas as mudancas ocorridas no sistema flavonoidico sugerindo posicdes
importantes de sitios quelantes, descartando essa condicéo para o Anel A (~200 nm), uma vez
gue ndo ha comportamento sistematico para essa banda. Dessa forma, um complexo estavel
pode estar sendo formado para interagdo com ions Ag*, além da possibilidade de transformacéo
da forma priméria enol para cetonas (tautomerismo ceto-endlico) em flavonoides serem
mencionadas como fundamental para a producdo de nanoparticulas metalicas (MAKAROV et
al., 2014). A banda II, que também pode estar associada as transi¢des n—n* do grupo carbonila
(C=0), relacionada as metilxantinas presentes na composi¢do do extrato de guarana, da mesma
forma, pode ser associada ao aumento de intensidade desta banda neste comprimento de onda

de forma a acompanhar proporcionalmente a formagéo das nanoestruturas.
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5.3  Efeito da concentragéo do extrato vegetal na producéao das AgNPs

O estudo sobre o efeito da concentracdo do extrato vegetal na sintese das nanoestruturas
foi realizado considerando o meio reacional sem alteracéo (pH 5,5) para a producgéo das AgNPs,
posto que os deslocamentos das bandas RPS tenderam a comportamentos diferentes em fungéo
da alteracdo na concentracdo do extrato de guarana em determinados meios de sintese.

A Figura 11 apresenta os espectros eletrénicos UV-Vis da sintese realizada em meio
acido para condicGes varidveis de extrato vegetal em temperatura ambiente. Nota-se que a
condigdo com maior concentracgao de extrato vegetal (condi¢do 1) apresenta maior quantidade
de nanoestruturas formadas neste meio reacional. Segundo a Lei Beer-Lambert, a concentracédo
é diretamente proporcional a absorbancia (PAVIA et al., 2010), portanto, quantidades menores
de AgNPs foram formadas quando ha menores concentra¢@es de extrato vegetal.

Os espectros eletronicos para a sintese realizada com concentracdo mais elevada de
extrato vegetal em meio reacional acido (Figura 11 - A) apresenta banda RPS alargada nos
primeiros dias de reacdo, seguindo uma leve formacdo de um ombro em menor comprimento
de onda, como visto em seu maximo de absor¢do em 21 dias. O comportamento inicial pode
estar relacionado a formacao de nanoparticulas sem alteracéo consideravel no tamanho, pois a
banda RPS ndo muda de posi¢do (DECAROLIS et al., 2020). Em tempos mais longos, o
progresso da reacdo segue em um deslocamento para o azul sugerindo a formacgdo de
nanoparticulas menores com dois modos de oscilacdo eletronica, quando comparamos com a
sintese realizada em concentragdes mais diluidas de extrato. Diversos estudos relatam que 0s
locais das bandas plasmonicas estdo relacionados ao tamanho e forma das nanoestruturas
formadas, deste modo, a tendéncia da banda a esquerda indica uma particula de menor tamanho
(CAO, X. L. etal., 2010). A relacdo com os dois modos de oscilacdo eletrdnica esta associada
as populacdes de nanoparticulas com formatos distintos, neste caso, podendo ser esferoidais e
nanoparticulas com formatos triangulares (MOCK et al., 2002; THOMAS et al., 2018).
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Figura 11 - Espectros eletronicos para sintese de AgNPs realizadas em meio reacional com pH 5,5, em
condic@es de extrato vegetal 1 (A), 2 (B) e 3 (C).
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Fonte: A autora (2022).

A banda RPS para a sintese realizada com menores concentracdes de extrato de guarana
(Figura 11 - B e C) apresentou sinal alargado e indicaram menor taxa de formacgao de AgNPs
em relacdo ao tempo de sintese quando comparada a sintese realizada com elevada
concentracdo de extrato vegetal. Ao avaliar os espectros eletrdnicos para as condi¢fes mais
diluidas de extrato de guarana, nota-se que a condicdo intermediaria (condicdo 2) produziu
maior quantidade de nanoparticulas em relacdo a condicdo 3, tal condicdo mais diluida
apresentou maximo de absorcdo em 3 dias, seguindo de uma leve reducdo neste parametro até
os 21 dias, realcando a baixa estabilidade das nanoestruturas e, principalmente, um menor efeito
de reducdo com os ions Ag*, o que pode estar relacionado com a quantidade insuficiente de
compostos organicos presentes para a reducao do cation metélico existente no meio reacional.
Esta proporcéo de agentes redutores e de recobrimento presentes em diferentes extratos vegetais
vém sendo bastante discutida em estudos que associam a formacédo, tamanho e propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas (PRADEEP et al., 2021; YOUSAF; SALEH, 2018).

De acordo com Seifipour, Nozari e Pishkar (2020), menores quantidades de extrato
vegetal influenciam na quantidade de nanoestruturas formadas, produzindo menores
populacbes de nanoparticulas. Adicionalmente, resultados observados por diversos autores

sugerem formatos dominantes para menores concentracdes de extratos vegetais, somadas as
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bandas RPS alargadas associadas as aglomeragcfes de nanoparticulas, consequentemente,
crescimento das particulas (GUIDELLI; RAMOS; BAFFA, 2014; MARSLIN et al., 2018). A
referida diminuicdo na absorbancia para a condicdo mais diluida também pode ser indicativa
dos efeitos adsortivos da parede do recipiente com as nanoestruturas metalicas, principalmente
recipientes de vidro, sendo este efeito um dos principais causadores de perdas de AgNPs da
suspensdo, de modo a ter relagdo direta com as condic¢des de teste, como a concentragdo de ions
Ag", estabilidade da solu¢do, pH e temperatura do meio reacional (SEKINE et al., 2015; SILVA
et al., 2020).

5.4 Efeito do pH na sintese das AgNPs

Estudos que envolvem a sintese de nanoparticulas metalicas promovem discussoes
sobre como a mudanca de pH afeta consideravelmente a forma e o tamanho das nanoestruturas.
Neste contexto, o aumento gradual nos valores de pH do meio reacional de sintese das AgNPs
associado a concentracao do extrato de vegetal influencia na quantidade, estabilidade, tamanho
e formato dos coloides metalicos (ISMAIL et al., 2018; SEIFIPOUR; NOZARI; PISHKAR,
2020). Este aumento no valor de pH provocou um aumento na taxa de reducdo dos ions prata
na sintese de NPs envolvendo extratos aquosos de guarand, de modo que a solu¢do apresentou
coloracdo castanho para o meio reacional com pH 7,0 e amarelo para o meio reacional com pH
9,0 em 1 h, enquanto que em meio reacional acido, neste mesmo tempo, a solugdo apresentou
coloracéo incolor, como observado na Figura 12 (A, B e C).

A coloracdo atingida para as solugbes com pH alto foi mantida por 21 dias, sem a
ocorréncia de precipitados para todas as condicdes de diluicdo de extrato, enquanto que em
tempos mais longos, os testes de NP produzidas em meio &cido tiveram sua coloragdo
modificada para todas as condigdes, como sinalizado anteriormente, observando a ocorréncia
de precipitados para a condi¢do mais diluida de extrato. Quando as particulas se aglomeram, a
coloragéo da solucgéo se modifica, de modo que NPs aglomeradas vao possuir tamanhos maiores
do que NPs monodispersas, resultando em mudancas de propriedades Opticas (KAUSHAL et
al., 2020), ocasionando precipitados de particulas de prata metélica, como observado na Figura
12 - D. Uma vez que a estabilidade deste sistema nanoparticulado decorre da capacidade das

nanoparticulas formadas permanecerem em suspenséo e ndo se aglomerarem para formacéao de
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particulas maiores (PHAN; HAES, 2019), as caracteristicas observadas sugerem uma tendéncia
a estabilidade das nanoestruturas quando produzidas em meio reacional alcalino, somados aos
demais fatores de comportamento das bandas RPS e a influéncia na reatividade dos compostos
organicos presentes no extrato de guarana que serao discutidos subsequentemente.

Figura 12 - Sintese de AgNPs em diferentes concentragdes de extrato de guarana e tempo de reacéo, sendo a
condicdo 2 com 1h de reacdo em pH 5,5 (A); pH 7,0 (B); pH 9,0 (C) e condicdo 3 com sedimentos no fundo
béquer em 21 dias em pH 5,5 (D).

Fonte: A autora (2022).

Na Figura 13, observam-se valores de maximo de absorbancia da banda RPS coletados
no inicio da reacdo até os 21 dias para a sintese das nanoestruturas realizadas em meio reacional
acido, neutro e basico, nesta perspectiva, a producdo das NPs em meio reacional neutro
apresentou um comportamento analogo ao observado em meio reacional acido, de modo a
produzir maior quantidade de nanoestruturas quando existe maior concentracdo de extrato de
guarana presente no meio reacional. Ademais, a sintese das AgNPs produzidas em meio
reacional neutro foi favorecida em termos de quantidade quando comparada a sintese realizada
em meio acido para todas as condigdes. A taxa de formagdo de AgNPs nos primeiros 4 dias
(aprox. 100 h) em meio reacional neutro para a condi¢gdo com maior concentracdo de extrato
vegetal atingiu o valor de absorbancia da banda RPS de 0.8 u.a., enquanto que a sintese
realizada em meio &cido para a mesma condicdo atingiu valor de absorbancia de 0.7 u.a.
somente aos 21 dias.

Para os diferentes valores de pH do meio reacional em relacdo aos dados de absorbancia
maxima em funcdo ao tempo, observa-se que para todas as condi¢des de extrato de guarana
com meio reacional alcalino houve maior quantidade de NPs produzidas em um menor periodo

de tempo em comparacao as amostras com meio reacional em pH 5,5 e 7,0, conforme a Figura
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13 - C. A vista disso, mesmo a condigdo com menor quantidade de AgNPs produzidas em pH
9,0 (condicdo 1) conseguiu atingir o valor de absorbancia de 0.8 u.a. em aproximadamente 1 h
de sintese, 0 que para 0s outros meios reacionais este valor de absorbancia foi obtido somente
em maiores periodos de tempo. Para as condicdes de sintese de NPs em pH 9,0 onde se trabalha
com maiores diluicdes de extrato aquoso de guarana (condicbes 2 e 3), observa-se pouca
variacdo em seus valores de absorbancia maxima da banda RPS com o decorrer do tempo. Nessa
perspectiva, a minima variacdo na banda RPS foi associada a estabilidade das nanoestruturas
metalicas em solucédo por diferentes autores, entre eles, Albukhari et al. (2019) relataram que a
banda RPS permaneceu proxima a um determinado valor de absorbé&ncia com o decorrer do
tempo, confirmando que as particulas de prata em fase aquosa se encontravam em formatos

uniformes e nao apresentavam sinais de aglomeracéo.
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Figura 13 - Absorbancia maxima da banda RPS das diferentes condi¢Ges de extrato de guarana em fungéo do
tempo. A) pH 5,5; B) pH 7,0; C) 9,0.
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O acompanhamento da banda RPS para a sintese das NPs produzidas em meio reacional
neutro apresentaram bandas mais definidas para as condigdes mais diluidas em comparacéo a
sintese realizada em meio &cido (Figura 11 - B), com leve estreitamento em suas bandas
presentes nos espectros eletronicos e com leves deslocamentos para o azul, como observado na
Figura 14, sugerindo nanoparticulas com tamanhos mais reduzidos e com formatos variados
por conta de um leve ombro em menores comprimentos de onda (SUI et al., 2019). No entanto,
em periodos mais longos de tempo houve diminui¢do na intensidade da banda RPS, podendo
estar atrelado a estabilidade dos coloides metalicos em solucdo (JAIN; MEHATA, 2017). Em
meio reacional neutro, apesar de apresentar indicios de NPs parcialmente estaveis, ainda
houveram indicativos de aglomeracgéo, visto que o comportamento da banda RPS sugere uma

maior estabilidade para sintese de AgNPs em meio reacional com pH 9,0.

Figura 14 - Espectro eletr6nico para sintese de AgNPs realizadas em meio reacional com pH 7,0 em condigéo 2
de extrato de guarana.
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Fonte: A autora (2022).

Para a sintese das AgNPs realizada em meio reacional com pH 9,0, foi observado através
dos espectros eletrénicos que a condicdo com maior concentragdo de extrato de guarana
apresentou menor valor no maximo de absorbancia quando comparada as condi¢fes mais
diluidas, como a condicéo 2, neste meio reacional, conforme a Figura 15. Este comportamento
sugere a possibilidade de competicdo entre redugdo de ions metélicos e sua complexacdo

quando a concentracdo dos compostos orgénicos esta aumentada e em presenca de ions
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metalicos. Ademais, o padrdo de deslocamentos (zigzag) para a condi¢do 1 foi observado em
maiores periodos de tempo, sugerindo uma rapida aglomeracéo das NPs (ISMAIL et al., 2018).

Figura 15 - Espectro eletronico para a sintese realizada em meio reacional com pH 9,0 para a condigdo 1 (A) e 2
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Fonte: A autora (2022).

Além do aumento significativo na quantidade de nanoparticulas produzidas, a taxa de

reacao ocorreu mais rapidamente, de forma que a mudanca na coloracdo ocorreu mais rapido
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neste meio reacional para as condi¢Ges mais diluidas, como observado anteriormente na Figura
12 - C. Os espectros eletrénicos para a condigdo 2 de diluicdo do extrato apresentam bandas
estreitas, intensas e simétricas, sugerindo AgNPs de menor diametro e mais uniformes, uma
vez que a tendéncia do deslocamento da banda a esquerda indica uma particula de menor
tamanho (JAIN; MEHATA, 2017). O estreitamento da banda RPS observada para a sintese de
NPs realizada em pH 9,0 para as condi¢Ges mais diluidas sugerem a nucleacdo, e nanoparticulas
de formatos esferoidais, bem como nanoestruturas menores, com maior velocidade de formacéo
qguando comparadas as sinteses realizadas nos meios reacionais acido e neutro, uma vez que 0
méaximo de absorbancia foi atingido com 1 hora de reacdo (LIU et al., 2018; YUSUF et al.,
2020).

A maior influéncia do pH na reacdo € sua capacidade de alterar as cargas elétricas das
moléculas organicas, o que pode alterar sua capacidade redutora e capeadora e 0 consequente
crescimento de nanoparticulas (SEIFIPOUR; NOZARI; PISHKAR, 2020). A capacidade de
quelacdo de compostos organicos com metais € influenciada por suas propriedades redutoras
(KEJIK et al., 2021), por consequéncia, o ambiente alcalino para a reacdo de producao das
AgNPs se torna favoravel em razao da condicdo dos compostos organicos presentes no extrato
de guarand neste meio reacional. Essa influéncia na reatividade dos flavonoides induz
diretamente seus sitios quelantes de metais em funcéo do pH do meio reacional, favorecendo o
rompimento da ligagdo OH, existindo a possibilidade de neste processo ocorrer a liberagéo de
hidrogénio reativo capaz de reduzir ions metélicos (UIVAROSI; MUNREANU, 2017
YUANN et al., 2021).

O efeito da reatividade do extrato de guarana em diferentes meios reacionais é atribuido
aos compostos bioativos presentes que apresentam alta capacidade antioxidante (TORRES et
al., 2022). Este potencial antioxidante é devido, em principal, as suas propriedades redutoras,
que por sua vez, dependem das caracteristicas estruturais que poderdo ser influenciadas ao
realizar alterages do meio reacional, como por exemplo, alteragdes no pH (KEJIK et al., 2021;
PAIVA, L. et al., 2020). Para flavonadis, a capacidade antioxidante podera estar relacionada as
caracteristicas estruturais ja mencionadas neste estudo, como a orto-substitui¢do dihidroxi no
anel B (UIVAROSI; MUNREANU, 2017). Nesta perspectiva, as metilxantinas também
apresentam propriedades antioxidantes (JANITSCHKE et al., 2020), a atividade antioxidante
da cafeina, por exemplo, pode sofrer influéncia pela natureza do radical livre reativo e também

pela polaridade do ambiente, visto que em ambiente polar sua reatividade aumenta,
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influenciando sua geometria e sitios de reacdo (LEON-CARMONA; GALANO, 2011), o que
pode justificar a obtencdo de nanoparticulas de prata com maior estabilidade em meio alcalino.
Adicionalmente, estudos que discorrem sobre interacdes entre a cafeina e ions metalicos
indicam que complexos foram alcancados através do atomo N-9 (Figura 16). Em ambientes
polares, este local de reacdo se encontra mais efetivo, favorecendo a interagcdo com ions
metalicos e induzindo a liberacéo de espécies reativas neste processo, que sdo importantes em
outros mecanismos de reacdo, como na reducdo de metais (BOUHDADA; AMANE;
HAMDANI, 2021; LEON-CARMONA; GALANO, 2011; UEKANE; ROCHA-LEAO;
REZENDE, 2013; UIVAROSI; MUNREANU, 2017; VIEIRA; GASPAR; SANTQOS, 2020).

Figura 16 - Estrutura da cafeina e seus respectivos sitio de reacéo.

Fonte: Bouhdada; Amane; Hamdan (2021).

Nota-se que na Figura 15 - A o sinal em 270 nm associado as transi¢des eletronicas ja
mencionadas possui maior intensidade que o sinal em 400-450 nm da banda RPS e de forma
inversa para a condicdo 2. Uma vez que existisse apenas a contribuicdo do aumento de
carbonilas pela reducdo dos compostos organicos, esperava-se maiores valores de absorbancia
do sinal em 270 nm para a condigéo 2, onde ha producdo superior de AgNPs, desse modo, ha a
possibilidade que no processo de formacao das nanoparticulas os ions prata sofram com maior
extensdo o efeito de complexacdo do que o efeito de reducdo na condigdo 1 em comparagdo a

condicéo 2.

44



55  Sintese AgQNPs em temperaturas elevadas

A temperatura do meio reacional é um fator essencial na sintese das nanoestruturas
metalicas (SEIFIPOUR; NOZARI; PISHKAR, 2020). O controle da cinética neste processo €
fundamental, uma vez que o aumento da temperatura ird aumentar a taxa de reacdo em
decorréncia do aumento na colisdo efetiva das espécies reagentes para a formacéo dos produtos,
podendo influenciar a intensidade da banda RPS em resposta a variabilidade de formatos e
tamanhos das NPs, indicando rendimento e estabilidade (DADA et al., 2018).

Ap0s a avaliacdo das condigcdes em relacdo a concentracdo de extrato e pH do meio
reacional, optou-se para avaliar o parametro de temperatura para as condi¢cdes de extrato 1 e 2
em pH 9,0. De forma geral, observa-se que o0 aumento na temperatura favoreceu o efeito de
complexacdo em comparacgédo ao efeito de reducédo da prata, uma vez que houve quantidades
semelhantes de NPs produzidas ao comparar com a sintese realizada em temperatura ambiente,
além de apresentar um aumento expressivo do sinal em 270 nm referente a composi¢do do
extrato de guarana.

Nota-se que para a condicdo 1 que a taxa de reacdo foi favorecida com o aumento da
temperatura, como mostra a Figura 17, onde se observa que em 1 h de reacdo o max. de
absorbancia da banda RPS alcancou valor superior ao obtido para a mesma condi¢cdo em
temperatura ambiente (25 - 30°C) (Figura 15 - A). A condicdo 1 para as temperaturas elevadas
(50 e 70 °C) apresentaram bandas RPS mais uniformes e deslocamento para um menor
comprimento de onda em menor tempo de reacdo, referente a formacgéo de nanoestruturas com
menor variabilidade de formas e tamanhos (JAIN; MEHATA, 2017).
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Figura 17 - Espectro eletronico para a condicdo de sintese 1 realizada em meio reacional com pH 9,0 para a
condicdo 50 °C (A) e 70 °C (B).
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Fonte: A autora (2022).

Para a condicdo 2 em 50 °C (Figura 18 - A) nota-se que o0 max. de absorbancia atingido
foi menor em comparacdo & mesma condi¢do em T. ambiente e em 70 °C, podendo ser indicio
de baixa qualidade do pé de guarana utilizado, sendo diferente dos casos anteriores, uma vez
que a quantidade de compostos ativos presentes no guaranad depende de fatores agricolas e
ambientais, como estacdo, qualidade de solo e época de colheita (NINA et al., 2021; TORRES
etal., 2022), acarretando em menores quantias de AgNPs. Assim, a possibilidade de degradacéo
das moléculas orgénicas é descartada, pois a reacdo ocorre de forma similar em temperatura
ambiente e 70 °C.
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Ao elevar a T. para 70 °C, observa-se que a condi¢do 2 em meio basico (Figura 18 - B),
mesmo com o0 aumento de energia cinética, ndo houve aumento significativo na producéo das
nanoestruturas com relacdo a sintese efetuada em temperatura ambiente. Contudo, observa-se
que a banda préxima a 280 nm aumenta sua intensidade com o decorrer do tempo. Além das
transicdes eletronicas ja atribuidas para este sinal, estudos como o de Azam et al. (2003) e
Farzana; Banu; Ahamed (2021) sugerem que a absorcao intensa nesta regido pode ser atribuida
a formacao de complexo entre o extrato vegetal e ions metalicos, por exemplo, a formacéao de

complexos entre cafeina e ion metalico.

Figura 18 - Espectro eletronico para a condi¢do 2 de sintese realizada em meio reacional com pH 9,0
para a condi¢do 50 °C (A) e 70 °C (B).
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5.6  Provavel mecanismo de sintese de AgNPs mediada por extrato aquoso de guarana

Apesar de ndo ser totalmente compreendido, trabalhos que envolvem sintese verde de
MNPs sugerem mecanismos de reacdo entre as moléculas orgénicas e prata catidnica para a
reducdo do metal (LIU et al., 2018). Existem diversos estudos que envolvem cafeina e reducdo
de ions metalicos, porém seu mecanismo ainda ndo foi demonstrado, mesmo sendo apontado
seus sitios quelantes de metais presentes em sua estrutura, neste sentido encontra-se na literatura
somente a complexagdo entre essas espécies.

O processo de formacdo de AQNPs possui diferentes etapas, sendo a primeira
denominada como nucleacdo, crescimento das NPs e estabilizacdo da superficie das AgNPs
(MUSINO et al., 2021). Neste sentido, grupos OH presentes em compostos fendlicos podem
ser precursores na reacao de reducao, como sinalizado anteriormente. Como mostrado na Figura
19, o mecanismo representado envolve um componente presente em grandes quantidades em
extratos aquosos de guarana, sendo ela a catequina. Apds o contato do sal de prata com o
composto fendlico, os ions prata irdo reagir com a porc¢do catecol, formando um composto
intermediario que contém o compartilhamento de um par de elétrons ndo ligantes dos 4&tomos
de hidrogénio das hidroxilas. Neste processo, ha o enfraquecimento da ligacdo O-H, liberando
H™ no meio reacional, em sequéncia, ocorre a ruptura da ligacdo O-Ag" e a liberagdo de um
elétron, formando um sistema de enonas. Duas Rotas distintas sdo representadas como forma
de reducéo da prata catidnica para Ag” (YUANN et al., 2021).

Figura 19 - Mecanismo proposto para compostos fendlicos presentes no extrato de guarana com base em
mecanismos encontrados na literatura.
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5.7  Microscopia eletronica de transmisséo (TEM), Espectroscopia de energia
dispersiva de Raio-X (EDS) Espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta
(mV)

A técnica microscopia eletronica de transmissdo (TEM) permite analisar propriedades
morfologicas de nanomateriais, identificando tamanhos e formas através do imageamento por
alta resolucédo (LEE et al., 2020). Na Figura 20 observa-se imagens de AgNPs obtidas em pH
5,5 em condigédo 1 de diluicdo de extrato vegetal. Nota-se a presenca de populactes de NPs
mais aglomeradas em comparagdo as outras condi¢cdes de sintese que serdo discutidas em
sequéncia. Ha uma predominancia de NPs de formatos esferoidais, pentagonais e tamanhos
maiores com didmetros entre 60-100 nm, o que havia sido sinalizado anteriormente atraves da
banda RPS alargada, uma vez que aglomerados de NPs véo apresentar tamanhos maiores
quando comparadas as NPs monodispersas, sendo esta caracteristica refletida na estabilidade
das AgNPs.

Figura 20 - Imagens TEM para AgNPs obtidas mediante condi¢do 1 de diluigdo de extrato, temperatura
ambiente e pH 5,5.
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Fonte: A autora (2023).
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A composicao e distribuicdo dos elementos foram analisados mediante Espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X (EDS) como mostra a Figura 21. Os resultados apresentaram
sinal de Ag em 3 keV (A e B) confirmando a presenca de AgNPs (RAUTELLA et al., 2019) e
associado ao mapeamento dos elementos foram identificados outros elementos além da prata
(F) que séo provenientes das grades de cobre revestida por carbono usadas para a analise (C, E
e G), onde maiores porcentagens sdo destinadas para carbono (62,91 %), prata (30,90 %) e
oxigénio (3,54 %), sendo o ultimo elemento proveniente do grupo polihidroxi presente nas

catequinas que reduzem os ions Ag a AgNPs (RIAZ et al., 2021).

Figura 21 - Analise EDS, sendo espectro EDS referente ao “espectro 17 (A), localizagdo do espectro (B) e
mapeamento dos elementos (C, D, E, F e G).
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Fonte: A autora (2023).

A sintese das AgNPs mediada por extratos de guarana em pH 9,0 expressou relagdo com

a estabilidade de sistemas nanoparticulados de metais, sendo observado através do TEM a

presenca de formatos e tamanhos bem definidos. A Figura 22 mostra AgNPs obtidas a

temperatura ambiente e pH 9,0 em condicdo 1 de diluicdo de extrato. Observa-se NPs

monodispersas, sendo esferoides facetados de diametros menores em relagéo a sintese em pH
5,5.
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Figura 22 - Imagem TEM para AgNPs obtidas mediante condi¢&o 1 de diluicdo de extrato, temperatura
ambiente e pH 9,0.

Fonte: A autora (2023).

A andlise EDS realizada para a sintese em pH 9,0 com condic¢do 1 de extrato vegetal a
temperatura ambiente é mostrada na Figura 23, com resultados que se assemelham aos
encontrados para a condi¢do em pH 5,5, apresentando sinal tipico para a absor¢do de AgNPs
em 3 keV. Ademais, este sinal foi encontrado para os outros dois ensaios analisados sendo em

meio alcalino para condicdo 2 de diluicdo de extrato em T. ambiente e 70 °C.

Figura 23 - Espectro EDS para AgNPs obtidas mediante sintese em pH 9,0 em condicéo 1 de dilui¢do de extrato de
guarana a temperatura ambiente.
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Fonte: A autora (2023).
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E bem observado, mediante os espectros UV-Vis e mudancas de coloragio da solugéo,
0 aumento de estabilidade do sistema coloidal de metais quando se aumenta o pH do meio
reacional na sintese envolvendo extrato aquoso de guarand, em particular a sintese utilizando a
condicdo 2 de diluicdo do extrato. Observamos fortemente a predominancia de formatos mais
esféricos em relagdo as AgNPs produzidas nas demais condi¢Ges, como mostrado na Figura 24
- A. Ao elevar a temperatura da sintese mantendo constante a concentracdo do extrato e pH da
solucéo, observa-se a diminuic¢do no tamanho da particula como mostrado na Figura 24 - B. Tal
comportamento corrobora com o trabalho de Riaz et al. (2021), em que NPs menores e mais

dispersas foram formadas ao aumentar a temperatura de sintese.

Figura 24 - Imagem TEM para AgNPs obtidas mediante condigéo 2 de dilui¢do de extrato aquoso de guarana,
temperatura ambiente e pH 9,0 (A) e Imageamento TEM para AgNPs obtidas com 0 aumento de temperatura, em
pH 9,0 e condigéo 2 de dilui¢io de extrato vegetal (B).
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O diametro hidrodinamico das AgNPs foi determinado pela técnica de espalhamento de
luz dindmico (DLS), onde um volume de NPs é submetido a um feixe de luz, resultando em
flutuacbes de intensidade da luz espalhada que incidiu na amostra (MEVA et al., 2019).
Observa-se através da Tabela 4 o tamanho médio das AgNPs obtido através da analise DLS
para as amostras em pH 9,0, onde estdo em concordancia com os resultados encontrados em
TEM, em que tal caracterizacdo apontou AgNPs de tamanhos menores com 0 aumento de
temperatura de sintese, mesmo ndo havendo producdo maior de NPs como observado para o
comportamento da banda RPS para a sintese em 70 °C (Figura 18 - B).

A medicdo do potencial Zeta € um parametro de estabilidade de uma disperséo coloidal,
onde reflete a capacidade de NPs de se repelirem eletrostaticamente. Em resumo, o potencial
zeta € a medicdo da interacdo entre particulas em dispersdes coloidais, em que particulas com
grandes valores de potencial Zeta positivo ou negativo limitam as chances de aglomeracéo,
contudo, se os valores de potencial Zeta forem proximos a zero, podem sofrer aglomeracéo em
decorréncia da auséncia de forcas repulsivas (LUNARDI et al., 2021). Valores de potenciais
maiores que +30 mV e menores que -30 mV sdo associados a obtengdo de AgNPs mais estaveis
(KATIYAR et al., 2019), neste sentido, foram obtidos valores de potencial Zeta dentro dessa

escala, como mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Analise DLS e potencial Zeta de AgNPs produzidas sob diferentes condicGes de sintese.

Diametro
Sintese em pH 9,0 hidrodinamico Potencial zeta (mV)
(nm)
Condicdo 1 em T. ambiente 32,0+£0,6 -10,8+0,2
Condicdo 2 em T. ambiente 15,0+0,9 -22,2+0,3
Condi¢do 2 em 70 °C 10,0+0,8 -240+0,4

Fonte: A autora (2023).

Segundo YUSUF et al. (2020), os valores negativos obtidos para potencial Zeta podem
ser devido a adsorcdo de compostos bioativos, como compostos carboxilicos e fenolicos
recobrindo as AgNPs em sintese envolvendo Clinacanthus nutans, além do mais, a temperatura
desempenha um fator importante na estabilidade das nanoparticulas, assim o valor de potencial
Zeta aumenta com 0 aumento de temperatura, o que pode justificar a diferenca entre valores
de potencial zeta para a condi¢do 2 em T. ambiente para 70 °C.

As modificacOes de potencial Zeta quando analisadas em rela¢do ao pH da solucéo esta
presente em diversos estudos de sintese de AgNPs. Tormena et al. (2020) analisou a viabilidade
de AgNPs sintetizadas por extrato de casca de Handroanthus impetiginosus para fins
antibacterianos. O estudo mostrou que o potencial Zeta da dispersdo de AgNPs obtidas na
sintese é fortemente sensivel ao pH, correlacionando este fato com a presenca de grupos
funcionais capazes de desprotonar sob condi¢bes dependentes do pH, induzindo as cargas de
superficie, de modo que, o aumento de pH faz com que tais grupos funcionais possam atingir
maior grau de desprotonacdo, aumentando a quantidade de carga superficial negativa, 0 que
pode gerar aumento na estabilidade dos coloides metélicos. Em acordo com este trabalho e com
0 estudo de SALAZAR-BRYAM et al. (2021) ao aumentar o pH da solu¢cdo, aumentou-se o
potencial Zeta, assim, para AgNPs em condicdo 2 de diluicdo de extrato de guarand, o potencial
Zeta foi -11,3 £ 0,2 (pH 5,5) para -22,2 £ 0,3 (pH 9,0), onde o maior valor deste pardmetro
geralmente vai implicar no aumento da estabilidade coloidal. Em conjunto com o0s espectros
RPS e verificagdo de precipitados com o decorrer do tempo para essa condi¢do, confirma-se a
instabilidade ao se trabalhar com meio acido na producgédo de AgNPs utilizando extratos aquosos

de guarana.

5.8 Avaliacéo do ensaio microbioldgico

54



Os resultados obtidos de halo de inibigdo das AgNPs produzidas estdo dispostos na
Figura 25. Observa-se maior atividade inibitoria para a amostra 1 (sintese em pH 9,0 - condicao
1 de diluicdo de extrato a T. ambiente) com halo de inibi¢do 11,5 + 1,7 mm frente a S. aureus,
seguido pela atividade inibitoria de 10,8 + 1,1 mm para E. coli sob a mesma condicao de sintese,

como mostrado na Tabela 5.

Figura 25 - Resultado das AgNPs em diferentes condicdes submetidas em diferentes microrganismos, sendo
condic¢do 1 de diluicdo de extrato em pH 9,0 (1), condi¢do 2 em pH 9,0 (2), condi¢do 1 em pH 7 (3), condigdo 2
em pH 7,0 (4) e condicdo 1 em pH 5,5, todas produzidas em T. ambiente. Microrganismos S. aureus (A, B e C),

E. coli (D, E e F) e Salmonella sp. (G, H, I).

Fonte: A autora (2023).
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Tabela 5 - Atividade antimicrobiana das AgNPs.

Zonas de inibicdo (média (mm)z desvio padrao)

Amostra AgNPs S. aureus E. coli Salmonella sp.

Condicdo 1 em pH 9,0 115+17 108+1,1 -
Condicéo 2 em pH 9,0 - - -
Condicdole2empH 7,0 - - -
Condicdo 1 em pH 5,5 94+10 - -
Antibiotico 133+1,6 143+1,1 26,3+0,5

Fonte: A autora (2023).

As AgNPs demonstraram atividade microbicida para S. aureus e E. coli. Tais resultados
corroboram com informagdes disponiveis na literatura, em que a atividade antibacteriana foi
eficaz para estes dois microrganismos. Apesar de diferentes trabalhos sugerirem que a classe
Gram-positiva ndo seja tdo suscetivel a acdo das AgNPs quanto bactérias Gram-negativas,
devido a diferenca de interacdo com a parede celular bacteriana (MOHAMED; HASSAN;
HASSAN, 2023), o presente estudo demonstrou potencial das AgNPs contra essa classe de
bactérias. Neste sentido, a acdo de AgNPs produzidas por rotas verdes contra bactérias Gram-
positivas foram discutidas em estudos relacionados as propriedades antibacterianas. Ananda et
al. (2019) avaliaram danos na membrana celular de S. aureus ocasionada por tratamentos com
AgNPs sintetizadas mediante extratos de P. cordifolia, mostrando que a superficie da célula
bacteriana ficou severamente danificada, causando vazamento celular e efluxo de potassio.
Adicionalmente, Quinteros et al. (2018) reportaram que bactérias de ambas as classes podem
sofrer estresse oxidativo mediado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) quando
estdo em presenca de AgNPs, ocasionando morte bacteriana.

Diferentes estudos sugerem que o0 aumento na area superficial das AgNPs esta
relacionado com a capacidade antibacteriana (AHMED et al., 2021). Autores indicam que
estruturas com tamanhos reduzidos e formatos esferoidais tenham ac¢do antibacteriana maior
em decorréncia da maior liberacdo de cations Ag", tal espécie se liga a grupos funcionais
presentes na parede celular bacteriana ocasionando eventos que levam morte celular
(BARABADI et al., 2021). Contudo, ao relacionar os tamanhos médios e formatos das AgNPs
produzidas com a sensibilidade dos microrganismos a essas nanoestruturas metalicas, observa-
se que a sintese de AgNPs em condicdo 1 de diluicdo de extrato de guarand em pH 9,0 a T.

ambiente apresentou formas correspondentes a esferoides facetados de maior tamanho médio
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(32,0 £ 0,6 nm) quando comparado as outras condi¢fes de sintese em pH 9,0, sendo esta
condig&o a apresentar maior atividade antibacteriana para S. aureus e E. coli.

Neste sentido, a atividade antimicrobiana sendo avaliada ao correlacionar formatos e
tamanhos de MNPs sintetizadas via abordagem verde traz consigo consideracdes acerca do
extrato vegetal utilizado na sintese, uma vez que as moléculas organicas presentes nestes
extratos sdo capazes de influenciar as caracteristicas das MNPs produzidas (VISHWANATH,;
NEGI, 2021). Desta maneira, a acdo antibacteriana do extrato aquoso de guarana foi avaliada
para 0s mesmos microrganismos testados para as AgNPs, ndo apresentando resposta
microbicida para nenhuma bactéria. Adicionalmente, a solugcdo de AgNO:s foi utilizada como
controle negativo como apresentado na Figura 26, apresentando zona de inibigcdo de 9,1 + 0,6
mm somente para S. aureus, portanto, a atividade antimicrobiana foi potencializada quando a

prata estava na forma de nanoparticulas.

Figura 26 - Antibiograma contendo discos emergidos em: extrato aquoso de guarana (1), solugdo aquosa de
AgNO; (2), solucdo de AgNPs produzidas em condi¢do 2 em pH 9,0 & 70 °C (3) e antibidtico (4).

Fonte: A autora (2023).

Ao avaliar as AgNPS produzidas na condicdo 2 a temperatura elevada observa-se
mediante micrografias TEM a diminuicdo nas dimensdes das particulas, bem como NPs mais
dispersas em comparacdo a sintese em T. ambiente. Esperava-se que essas AgNPs

apresentassem maior acdo antibacteriana, uma vez que as informagdes sobre maior atividade
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antimicrobiana na literatura estéo voltadas para NPs com tamanhos mais reduzidos, o qual terdo
maior area superficial, além de seus formatos serem voltados para esféricos. Contudo, nao foi
identificado zona de inibicdo em relacdo aos microrganismos testados para essa condicdo de

sintese, como mostrado na Figura 26 (item 3).

6. CONCLUSAO

Mediante o conhecimento prévio sobre a composi¢do quimica do guarand (Paullinia
cupana) atraves de estudos sobre este extrato vegetal e dos resultados da espectroscopia
eletronica UV-Vis foi possivel identificar possiveis grupos reativos de compostos organicos
envolvidos no processo de reducdo dos ions prata para formacdo de AgNPs. A sintese das
nanoestruturas metalicas mediadas por extratos aquosos de guarana foi realizada investigando
os efeitos dos parametros fisico-quimicos, como a influéncia da concentracdo do agente redutor,
pH e temperatura do meio reacional.

Nesta perspectiva, o aumento gradual nos valores de pH do meio reacional somado a
concentracdo do extrato de guarané tiveram grande influéncia na estabilidade e quantidade de
AgNPs produzidas, onde as condigdes de sintese de NPs em temperatura ambiente utilizando
extratos aquosos mais diluidos em meio alcalino sugerem maiores taxas de formacdo de
nanoparticulas de menor diametro e mais uniformes. De forma geral, observa-se que o potencial
de formacdo de AgNPs esté atrelada a qualidade do extrato vegetal envolvido na sintese, uma
vez que este fator é dependente da quantidade de compostos orgénicos presentes em sua
composicao.

Associados a espectroscopia UV-Vis, os resultados da analise TEM sugerem formatos
e tamanhos distintos para diferentes condi¢des de sintese das AgNPs. Ao contrario da sintese
em meio acido, NPs monodispersas com diametros bem reduzidos e formatos esferoidais foram
produzidas em pH 9,0, em que o aumento na temperatura de sintese intensificou essas
caracteristicas, sendo observadas em conjunto aos resultados de potencial Zeta e DLS. O teste
de halo de inibicdo indicou maior atividade antibacteriana das AgNPs produzidas em pH 9,0
em condi¢do 1 a temperatura ambiente para S. aureus e E. coli. Tal condigdo de sintese
apresentou formatos definidos, sendo esferoides facetados de didmetro hidrodinamico de 32,0

+ 0,6 nm.
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