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RESUMO

A preocupacdo com os problemas ambientais e aspectos toxicoldgicos da sintese convencional
de nanoparticulas de prata ttm motivado o estudo de produtos naturais como agentes redutores
alternativos que substituam compostos tradicionais como o borohidreto de sodio. Neste
trabalho, a polpa de amora foi escolhida como agente biorredutor para avaliar as propriedades
de nanoparticulas de prata obtidas via sintese verde. A polpa de amora é rica em antocianinas e
compostos fendlicos que podem atuar como redutores dos ions de prata no meio reacional.
Além disso, a presenca de agucares e polissacarideos na polpa de amora pode contribuir na
estabilizacdo das nanoparticulas de prata produzidas. Devido a estes compostos presentes na
polpa de amora foi possivel a obtencdo de nanoparticulas de prata com ag¢do antimicrobiana em
um meio reacional sem a presenca de redutores toxicos como o borohidreto de sodio. Os
resultados de otimizagdo estatistica apontam que a concentracdo de polpa de amora no meio
reacional foi o fator de maior impacto no didmetro das nanoparticulas de prata. O aumento da
concentracdo de agente biorredutor ocasionou em um aumento drastico no didmetro médio das
nanoparticulas de prata. Também foi possivel constatar que as nanoparticulas de prata obtidas
via sintese verde a 50°C, 4h e 9,7% de v/v de polpa de amora no meio reacional alcancaram os
maiores halos de inibicdo para Escherichea coli K12 (Gram-negativo) e Listeria
monocytogenes ATCC 19117 (Gram-positiva).

Palavras-chave: sintese verde. antioxidantes. quimiometria.



ABSTRACT

The concern with environmental problems and toxicological aspects of the conventional
synthesis of silver nanoparticles have motivated the study of natural products as alternative
reducing agents that replace traditional compounds such as sodium borohydride. In this study,
blackberry pulp was chosen as a bioreducing agent to evaluate the properties of silver
nanoparticles obtained via green synthesis. The blackberry pulp is rich in anthocyanins and
phenolic compounds that can act as reducers of silver ions. In addition, the presence of sugars
and polysaccharides in the blackberry pulp can contribute to the stabilization of the silver
nanoparticles produced. Due to these compounds present in the blackberry pulp, it was possible
to obtain silver nanoparticles with antimicrobial action in a reaction medium without the
presence of toxic reducers such as sodium borohydride. The results of statistical optimization
indicate that the concentration of blackberry pulp in the reaction medium was the factor with
the greatest impact on the diameter of silver nanoparticles. The increase in the concentration of
bioreducing agent caused a drastic increase in the mean diameter of the silver nanoparticles. It
was also possible to verify that the silver nanoparticles obtained via green synthesis at 500C,
4h and 9.7% v/v of blackberry pulp in the reaction medium reached the highest inhibition halos
for Escherichea coli K12 (Gram-negative) and Listeria monocytogenes ATCC 19117 (Gram-
positive).

Keywords: green synthesis. antioxidants. chemometrics.
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1 INTRODUCAO

Constituida de 12 principios a “Quimica verde” surgiu como uma solugdo sustentavel
para os diversos problemas ambientais. Ja que estes sdo fundamentados em processos
renovaveis e ambientalmente amigaveis, cujo intuito é a reducdo ou eliminagdo total dos
reagentes toxicos os quais visa gerar um produto livre de residuos perigosos (LOSTE et al.,
2020).

A sintese de nanoparticulas por meio da quimica verde tem atraindo varios estudos no
campo da nanotecnologia, pois apresenta diversos beneficios no dmbito ambiental como:
biocompatibilidade, atoxidade e baixo custo. No entanto, existem outras formas de produzir as
nanoparticulas, que sdo os métodos fisicos ou quimicos, porém estes ndo sdo Vviaveis, pois
demandam alto custo e inseguranca ao ambiente (AMIRI; ESKANDARI; SALAVATI-
NIASARI, 2019).

As nanoparticulas verdes podem ser obtidas a partir de fontes vegetais tais como plantas,
raizes e caules podendo ser originada, também, de outras fontes como os fungos, leveduras,
bactérias dentre outros (NASROLLAHZADEH et al., 2020).

Entretanto, de todas as fontes disponiveis as plantas tém sido a mais usadas na sintese
verde em especial a de nanoparticulas metélicas (NASROLLAHZADEH et al., 2020). As
plantas sdo constituidas por moléculas organicas como, por exemplo, fendis, taninos,
terpendides, quininas e alcaldides. Sendo estas responsaveis pelo processo de reducdo e
estabilizacdo dos ions metalicos durante a sintese das nanoparticulas (AMIRI; ESKANDARI;
SALAVATI-NIASARI, 2019; SIDDIQUEE et al., 2020).

O uso de nanoparticulas metalicas tem aumentado em varios campos como na producao
de materiais eletrénicos, farmacéuticos, terapéuticos e alimenticios. Este avanco se deve as
acOes antibacterianas e antifungicas dos ions metalicos (JEBRIL; JENANA; DRIDI, 2020;
ZHANG,; JIANG, 2019) .

Dentre os diversos metais empregados na sintese verde, a prata tem ganhado énfase. Ela
conquistou uma vasta area incluindo os cosméticos, medicamentos e embalagens de alimentos,
por possuir uma excelente atividade antimicrobiana, antioxidante e antiflngica, fatores
importantes na protecdo, preservagédo e qualidade dos produtos (JEBRIL; JENANA; DRIDI,
2020; PAWLISZAK; MALINA; SOBCZAK-KUPIEC, 2019; ZHANG; JIANG, 2019).
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Neste trabalho, a polpa de amora foi escolhida como agente biorredutor para avaliar as
propriedades de nanoparticulas de prata obtidas via sintese verde. A polpa de amora é rica em
antocianinas e compostos fendlicos que podem atuar como redutores dos ions de prata no meio
reacional (DEMIRBAS et al., 2017; MORAES et al., 2020). Além disso, a presenca de agucares
e polissacarideos na polpa de amora pode contribuir na estabilizacdo das nanoparticulas de prata
produzidas (CONCORDIO-REIS et al., 2020; DOU et al., 2021; WU et al., 2021). Devido a
estes compostos presentes na polpa de amora buscou-se obter nanoparticulas de prata em um
meio reacional sem a presenca de redutores toxicos como o borohidreto de sodio.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo investigar caracteristicas do meio
reacional (tempo, temperatura e concentracao de biorredutor) no didmetro médio, potencial zeta

e acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata produzidas via sintese verde.
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2 OBJETIVO GERAL

Otimizar as condicdes de sintese verde de nanoparticulas de prata empregando polpa de

amora como agente biorredutor.

2.1 Objetivos Especificos

v Investigar o efeito do tempo, da temperatura e da concentracéo de agente biorredutor no
didmetro médio das nanoparticulas de prata;

v Investigar o efeito do tempo, da temperatura e da concentracdo do agente biorredutor no
potencial zeta das nanoparticulas de prata;

v Investigar a acdo antimicrobiana de nanoparticulas de prata empregando polpa de amora
como biorredutor durante a sintese verde;

v Aplicar ferramentas de otimizacdo estatistica de processos para encontrar condicdes
6timas da sintese verde de nanoparticulas de prata empregando polpa de amora como

agente biorredutor.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sintese Verde de Nanoparticulas Metalicas

Nanoparticulas metélicas podem ser produzidas tanto por processos convencionais
quanto mecanicos (SEPEUR, 2008). Pesquisas atuais mostram o0 emprego de sistemas
bioldgicos e microrganismos em rotas de sintese (FIGURA 1). Os métodos mecanicos usam
varios tipos de moinhos, para reduzir o tamanho dos materiais metalicos e consequentemente
gerando nanoparticulas (MEYERS; MISHRA; BENSON, 2006). J& os métodos convencionais
consistem na juncdo de atomos e moléculas (MUKHERJEE et al., 2001) para producdo de
nanoparticulas metalicas. As principais restricdes dos métodos convencionais estdo associadas
aos defeitos estruturais superficiais das nanoparticulas, pois muitas caracteristicas fisicas estdo
diretamente relacionadas a estes efeitos (RAINIERI; OLASAGASTI; BARRANCO, 2018;

THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010).

Figura 1 — Diferentes processos de Sintese de Nanoparticulas.
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O possivel mecanismo de sintese quimica de nanoparticulas € mostrado na Figura 2.

Figura 2 — Mecanismo de Sintese de Nanoparticulas usando extratos vegetais.
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Fonte: Do Autor (2022).

O emprego de microrganismos em rotas de sintese de nanoparticulas metalicas é
amplamente explorado ja que € uma alternativa ecologicamente correta. Porém sua principal
limitacdo em rotas de sintese se deve ao elevado custo de cepas de microrganismos (SANGHI;
VERMA, 2010). Neste sentido, a utilizacdo de extratos vegetais em meios reacionais se torna
uma alternativa interessante do ponto de vista ambiental e econémico para a producdo em larga

escala de nanoparticulas metalicas.
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3.2 Vantagens do Uso de Extratos Vegetais

O recente uso de extratos vegetais em meios reacionais de sintese de nanoparticulas
metalicas recebeu grande atencdo entre os pesquisadores ja que esta fonte € uma excelente
alternativa aos reagentes tradicionalmente empregados. Extratos aquosos de plantas tém sido
muito usados para a producdo de nanoparticulas metalicas. Em relagdo as rotas fisicas e
guimicas convencionais, a sintese verde ndo necessita de condicdes especificas. Além disso, 0
mecanismo de reducdo dos ions metalicos usando extratos vegetais € mais rapido que alguns
microrganismos utilizados por muitos pesquisadores (IRAVANI, 2011; KANNAN;
MUKUNTHAN; BALAJI, 2011). Os subprodutos gerados durante a sintese verde de
nanoparticulas é ambientalmente adequado (DAHL; MADDUX; HUTCHISON, 2007). Alguns
fitoconstituintes presentes nos extratos vegetais tém a capacidade de estabilizar as
nanoparticulas produzidas (DAHL; MADDUX; HUTCHISON, 2007; IRAVANI, 2011;
KUMAR; YADAYV, 2009). Portanto, a sintese de nanoparticulas metalicas por meio de extratos
vegetais apresenta inumeras vantagens como: grande facilidade e disponibilidade, auséncia de
subprodutos tdxicos, alta eficiéncia na reducdo de ions metalicos, uso de agua como solvente
dispensam condicOes especificas como temperatura, pressdo, produtos quimicos nocivos e
atuam como estabilizantes (CHAKRAVARTY et al., 2022).

3.3 Extratos Vegetais como Biorredutores

Extratos vegetais sdo considerados uma alternativa viavel para sintese verde. Vale
ressaltar que mais de 50% dos artigos publicados em sintese verde de nanoparticulas metélicas
correspondem a nanoparticulas de prata devido a sua excelente acdo antimicrobiana (DUTTA,;
CHATTOPADHYAY, 2019).

A sintese de nanoparticulas de ouro e prata € um processo relativamente rapido,
utilizando extratos de plantas como estabilizantes e redutores. De acordo com artigos
cientificos, o potencial de biorredugédo de extratos vegetais € mais eficiente para ions de prata
do que para os ions de ouro (ARUNACHALAM, 2013). Polifenois, acucares, alcaldides,
terpendides, fendlicos acidos e proteinas sdo alguns dos metabolitos vegetais que apresentam
papel crucial durante a biorreducédo de ions metalicos.

Alguns pardmetros sdo de extrema importancia durante a rota de sintese verde de

nanoparticulas metalicas empregando extratos vegetais. Dentre estes fatores podem ser citados
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a concentracdo e natureza do extrato vegetal, concentracdo dos ions metalicos, pH, tempo e
temperatura do meio reacional (DWIVEDI; GOPAL, 2010). Assim, para a sintese verde, 0 uso
de extratos vegetais como biorredutores atende a todas as condicGes necessarias. Estudos

recentes sobre condigdes de sintese verde de nanoparticulas de prata se encontram na Tabela 1.

3.4 Nanoparticulas de Prata

A sintese verde de nanoparticulas de prata foi relatada em varios estudos que
descreveram as nanoparticulas obtidas a partir de extratos vegetais. Alguns exemplos sdo
descritos na Tabela 1. Geralmente, a reducdo de ions de prata em solu¢édo aquosa produz prata
coloidal, sendo que as particulas formadas apresentam diversos formatos e tamanhos. Existe
grande interesse cientifico e tecnoldgico na prata coloidal ja& que ela exibe diferentes
propriedades como excelente condutividade, estabilidade quimica, atividade catalitica e
atividade antibacteriana (WILEY et al., 2005). Inicialmente, os ions de prata formam
complexos com os metabolitos secundarios de plantas e consequentemente déo origem aos
clusters metalicos em solugdo. Particulas de prata coloidal sdo produzidas a partir da
aglomeracdo e crescimento dos ions de prata em clusters. Quando as particulas apresentam
didametro inferior ao comprimento de onda da luz visivel podem ser observadas mudancas
colorimétricas na solucdo aquosa. As reacBes de biorreducdo dos ions metalicos geralmente
ocorrem a temperatura ambiente. Uma das primeiras abordagens usando plantas foi com broto
de alfafa, (GARDEA-TORRESDEY et al., 2003) para formacdo de nanoparticulas de prata



Tabela 1 — Sintese vegetal de nanoparticulas de prata.
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Nome Popular
Nome Cientifico Tamanho Formato Atividade biologica Referéncias
(parte utilizada) (nm)
Abacaxi (folhas) Ananas comosus 12,4 Esférico Antibacteriano (ELIAS et al., 2014)
Amora Andean blackberry 12-50 Esférico Antioxidante (KUMAR et al., 2017)
Caqui-do-mato Diospyros sylvatica 10 Né&o reportado Antimicrobiana (PETHAa‘IK '2'8/5;)ETTY et
Figueira-doida Ficus Sycomorus
20 Esférico / Elipsoidal Antibacteriana (SALEM et al., 2014)
(latex, folhas)
(LOGESWARI;
Jameléo Syzygium cumini 26,5 N&ao Reportado Antimicrobiana SILAMBARASAN;
ABRAHAM, 2015)
Syzygium jambos Antimalarica,
Jambo (folhas, casca) 8,51 Esférico (DUTTA etal., 2017)

citotoxicidade

Fonte: Do Autor (2022).
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3.5 Sintese Verde de Nanoparticulas Usando Compostos Bioativos Isolados

A sintese verde de nanoparticulas de prata empregando compostos bioativos isolados foi
relatada por alguns estudos (KASTHURI; VEERAPANDIAN; RAJENDIRAN, 2009;
RAJENDIRAN, 2009; ROY et al., 2010; TAMULY et al., 2014). Pedicelamida, um alcaloide
isolado da folha de espécies Piper, foi usado para sintetizar nanoparticulas de prata. O grupo
hidroxil (-OH) dos alcaloides facilita a reducéo dos ions metalicos Ag* para Ag’, portanto, pode
atuar como agente redutor, além de contribuir com a estabilizacdo dos clusters metalicos
recentemente produzidos no meio reacional (TAMULY et al., 2014). Nanoparticulas de prata
também foram sintetizadas por Rajendiran (2009) usando um flavondide presente nas folhas de
hena (Lawsonia inermis). Os grupos carbonila presentes nos alcaloides apresentam grande
facilidade de interacdo com fons metalicos Ag*. Outro alcaldide isolado da folha de Piper pedicelo,
foi usado para sintetizar nanoparticulas de prata. Kasthuri, Veerapandian e Rjendiran (2009)
observaram-se que o grupo metoxi (—-OCH3) de alguns compostos bioativos isolados também pode
interagir com os ions metéalicos de prata (RAJENDIRAN, 2009).

Hidroxiflavonoides isolados do extrato etandlico da propolis indiana, também agiram como
redutores de ions metalicos durante a sintese verde de nanoparticulas de prata (ROY et al., 2010).
Uma distribuicdo de didmetros mais homogénea pode ser obtida empregando esses flavonoides
em meios reacionais. Assim, nota-se que 0s compostos bioativos isolados podem agir como
biorredutores eficientes durante a sintese de nanoparticulas metalicas, além de permitir a formacéo

de particulas mais homogéneas.

3.6 Metabdlitos Secundarios Responsaveis pela Sintese Verde

Terpendides, polifendis, alcaloides e acidos fendlicos sdo metabdlitos vegetais secundarios
que desempenham um papel importante na redugdo de ions metalicos. A partir de estudos de
espectroscopia na regido do infravermelho e ressonancia magnetica nuclear, é revelado que esses
metabdlitos contém grupos funcionais como hidroxila, carbonila e amina que reagem com ions
metalicos (SHANKAR; AHMAD; SASTRY, 2003). Eles também sdo capazes de atuar como
agentes estabilizantes das nanoparticulas de prata. Em estudos recentes é indicado que 0s
metabolitos secundarios ndo sO reduzem os ions metalicos, mas também s&o adsorvidos na

superficie das nanoparticulas formadas. Eles evitam os processos de aglomeracéo e precipitacdo
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das nanoparticulas de prata (SAHOO et al., 2020). O provavel papel dos metabdlitos secundarios

na sintese nanoparticulas é representado na Figura 3.

Figura 3 — Diagrama esquematico da contribui¢do dos metabolitos secundarios na sintese verde
de nanoparticulas metélicas.
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Fonte: Do Autor (2021).

Os flavondides se dividem em diversas classes, como flavondis, flavonas, isoflavonas,
chalconas e antocianinas, que realizam papéis significativos na reducdo e quelacdo dos ions
metalicos. Além disso, os flavonodides sdo compostos polifendlicos contendo distintos grupos
funcionais capazes de contribuir com o mecanismo de formacéo das nanoparticulas. Alem disso,
a capacidade de quelar ions metélicos com seus grupos carbonila é encontrada em alguns
flavondides. Por exemplo, a quercetina pode quelar trés posi¢cGes envolvendo carbonilas e
hidroxilas nas posicdes C-3 e C-5 e o grupo catecol nas posigdes C-3° ¢ C-4’. Estes grupos
funcionais tém capacidade de quelar outros fons metalicos (Fe?*, Fe*, AI¥*, Cr**, Pb?*, Cu?*, Zn?*
e Co?*) mostrando assim a capacidade dos flavondides de serem adsorvidos na superficie de uma
nanoparticula durante os primeiros momentos de sua formacdo no meio reacional. Estes fatos

elucidam a contribuicdo dos metabdlitos secundarios durante as etapas de nucleacao dos clusters
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metalicos e seu crescimento até a escala nanométrica (KASTHURI; VEERAPANDIAN;
RAJENDIRAN, 2009).

Foi demonstrado por Panigrahi e colaboradores (2004) que os acucares nos extratos
vegetais exercem um papel critico na formacéo de nanoparticulas metalicas. A glicose pode agir
como um agente redutor quando alguns de seus grupos quimicos sdo convertidos de cetona para
aldeido. Por outro lado, a capacidade de redugdo de dissacarideos e polissacarideos depende da
capacidade do monossacarideo de suportar uma configuracdo de cadeia aberta dentro de um
oligdbmero. Por exemplo, lactose e maltose (dissacarideos) tém caracteristicas redutoras, pois pelo
menos um deles pode fornecer uma configuragdo de cadeia aberta. Panigrahi e colaboradores
(2004) relataram a contribuicdo da glicose durante a reacdo de sintese de nanoparticulas metalicas
com diferentes morfologias. Os estudos indicam que a glicose age como um agente redutor mais
forte que a frutose, devido ao seu potencial antioxidante. Ja a sacarose ainda é incapaz de reduzir
0 nitrato de prata em nanoparticulas metalicas. Propde-se que a porcao aldeido do acucar seja
oxidada dando origem a um grupo carboxila através da adicdo nucleofilica de -OH, o que leva a
reducdo de ions metalicos, formando nanoparticulas. Shankar, Ahmad e Sastry (2003) sugeriram
um mecanismo semelhante utilizando o extrato da videira Magnolia em reacdes de biorreducéo de
ions de ouro.

Aminoacidos ou proteinas também exercem um papel importante na sintese de
nanoparticulas metélicas. Zayed, Elisa e Shabaka (2012) revelaram a partir da analise de espectros
de infravermelho a presenca de proteinas na superficie de nanoparticulas metalicas obtidas via
sintese verde. Eles podem agir como agentes eficazes de reducdo de ions metalicos na sintese de
nanoparticulas. Por exemplo, Maruyama, Fujimoto e Maekawa (2015) sintetizaram nanoparticulas
de ouro com didametros entre 4 e 7 nm empregando aminoacidos como agente estabilizante. Eles
também exibem determinada capacidade de reducdo dos ions metalicos. Os aminoacidos cisteina,
arginina, lisina e metionina sdo capazes de reduzir ions de prata (GRUEN, 1975). Tan, Lee e Wang
(2010) estudaram 20 aminoacidos naturais para determinar sua capacidade de reducdo e eficiéncia
quelante de ions metalicos e descobriram que o triptofano e histidina sdo os agentes quelantes mais
fortes para os ions de ouro. Os grupos amina e carbonila dos &cidos também apresentaram boa
eficiéncia de ligacdo aos ions metélicos.

Basicamente, 0 mecanismo de sintese de nanoparticulas metalicas mediada por extratos
vegetais envolve trés etapas: (1) reducdo de ions metalicos e a formacdo dos nucleos metalicos
reduzidos (clusters); (2) durante a fase de crescimento os ions metalicos se difundem do meio
reacional para a superficie dos ndcleos metalicos e (3) ocorrem processos de aglomeragdo dos

nucleos metélicos. O processo esquematico da formacao de nanoparticulas é mostrado na Figura
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2. Durante a fase de crescimento, as nanoparticulas podem se organizar em diferentes formas,
como nanoprismas, nanotubos, nano-hexaedros dentre outras (KIM et al., 2010; SI; MANDAL,
2007). A conformacdo mais favoravel em termos energéticos é obtida pelas nanoparticulas durante
a Ultima etapa do mecanismo de sintese, sendo que normalmente alguns metabdlitos presentes no
extrato vegetal serdo adsorvidos na superficie metéalica em uma concentragéo suficiente para agir

como estabilizantes.

3.7 Fatores que Afetam a Sintese Verde de Nanoparticulas Metalicas

A morfologia das nanoparticulas (tamanho e forma) € o principal desafio enfrentado
durante a sintese verde. Outros fatores como estabilidade cinética e distribuicdo homogénea do
didmetro das nanoparticulas também devem ser levados em considera¢do. Existe um ndmero
relativamente grande de fatores que podem influenciar diretamente na sintese verde de
nanoparticulas metalicas. Dentre estes os principais fatores sdo o pH do extrato vegetal, a
temperatura de sintese, o tempo de reacdo, a concentracdo do extrato vegetal e a concentracdo de
ions metalicos no meio reacional.

De acordo com os estudos apresentados na literatura, o valor de pH dos extratos vegetais
afeta a formacdo de nanoparticulas metalicas (ARMENDARIZ et al., 2004; PEI et al., 2012;
SATHISHKUMAR et al., 2009; SATHISHKUMAR; SNEHA; YUN, 2010; TIEMANN et al.,
1999). AlteracBes do pH do meio reacional resultam em uma alteragdo da carga elétrica dos
fitoconstituintes presentes nos extratos vegetais. Essas mudangas no pH do meio reacional acabam
por impactar na reatividade das moléculas e sua capacidade de reduzir cations metalicos. Extratos
de diferentes fontes botanicas apresentam diferentes valores de pH e, portanto, diferentes estudos
sobre seu impacto no formato e didmetro das nanoparticulas se fazem necessarios. Em valores de
pH mais acidos (entre 2 e 4), observou-se que nanoparticulas de maior diametro sao formados em
comparacao com valores de pH acima de 6,6. A producdo de nanoparticulas assistida pelo extrato
de aveia-comum (Avena sativa) foi altamente dependente no valor de pH do meio reacional
(ARMENDARIZ et al., 2004). Os autores obtiveram nanoparticulas com didmetro entre 25 e 85
nm em pH 2, enquanto que valores de pH entre 3 e 4 geraram nanoparticulas metalicas de menor
didametro. Eles também descobriram que nanoparticulas metélicas podem se aglomerar dando
origem a estruturas de maior didmetro. Por outro lado, na faixa de pH entre 3 e 4 0s grupos
funcionais hidroxila e carbonila estavam disponiveis para interacdo com ions metalicos presentes

no meio reacional. Pei e colaboradores (2012) sugeriram que o valor de pH do meio reacional tem
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a capacidade de alterar as cargas elétricas dos fitoconstituintes presentes no extrato vegetal, as
quais desempenham um papel importante na estabilidade e cinética de crescimento das
nanoparticulas metéalicas. Sathishkumar e seus colaboradores (2009) também observaram o efeito
do pH durante a sintese verde das nanoparticulas de prata usando extrato da casca de caneleira-
verdadeira (Cinnamom zeylanicum) a uma faixa de pH entre 1 e 11. Eles identificaram que, na
maioria dos casos, o pH do meio reacional se torna mais acido apos a sintese verde das
nanoparticulas de prata. Sendo que nanoparticulas de prata elipsoidais de grande didmetro foram
observadas em valores de pH mais baixos, enquanto nanoparticulas esféricas e com grande
distribuicdo de diametros em valores de pH mais alcalino. Os pesquisadores concluiram que a
disponibilidade de varios grupos funcionais garante uma maior interacdo com os ions metélicos
no meio reacional e consequentemente uma reducdo em seu diametro médio.

A temperatura é considerada um parametro de sintese importante durante a formacéo de
nanoparticulas metéalicas em um meio reacional contendo extratos vegetais. Normalmente, o
aumento da temperatura proporciona um aumento na taxa da rea¢do quimica. Extratos de alfafa
contribuiram para a sintese verde de nanoparticulas de prata triangular somente em temperaturas
acima de 30°C (LUKMAN et al., 2011). Além disso, a sintese verde de nanoparticulas de prata
utilizando extrato de verbena (Aloysia citrodora) evidenciou que o aumento da temperatura do
meio reacional também é acompanhado por um aumento na eficiéncia de reducdo dos ions
metalicos (CRUZ et al., 2010). Lin e seus colaboradores (2010) sugeriram que a temperatura pode
afetar na formacdo de nanoparticulas metalicas obtidas a partir de um meio reacional contendo
extrato de Cassia. Eles identificaram a sintese de nanofitas de prata em temperatura ambiente,
enquanto nanoparticulas de prata esféricas a uma temperatura acima de 60 °C. A partir deste
experimento acredita-se que a interacdo dos fitoconstituintes com a superficie das nanoparticulas
é influenciada pela temperatura do meio reacional. Em algumas situacdes, temperaturas mais altas
podem ajudar na etapa de nucleacdo, o0 que impacta na quantidade de nucleos estaveis formados.

A compreensdo dos parametros cinéticos da reacdo de reducdo dos ions metalicos é
fundamental para o estudo das reacdes de sintese verde das nanoparticulas. Alguns trabalhos
cientificos como de Dwivedi e Gopal (2010) apontam um aumento acentuado das bandas de
absorcdo na regido do ultravioleta do meio reacional durante a sintese das nanoparticulas. Esse
aumento na banda de absorcao pode ser associado a concentracdo das nanoparticulas metalicas no
meio reacional enquanto investigavam o efeito do extrato de Chenopodium. Eles mostraram que
apos a concentracdo das nanoparticulas metalicas no meio reacional, sofreu um aumento entre o
periodo de 15 minutos e 2 horas. Na sintese apoiada por extrato de frutas de Tansy (Catinga-de-

mulata) Dubey e seus colaboradores (2010) evidenciaram a formagéo de nanoparticulas de prata
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apos 10 minutos da reacdo. De maneira semelhante Ghoreishi e seus colaboradores (2011) também
notaram a necessidade de um periodo de tempo de reacdo inicial para dar inicio a formacgéo de
nanoparticulas de prata assistida por extrato de rosas de damasceno. Além disso, outros trabalhos
cientificos como de Veerasamy e colaboradores (2011) sugeriram que um periodo minimo de
sintese das nanoparticulas é necessario para garantir de forma eficiente a etapa nucleacdo além da
adsorcdo dos metabdlitos vegetais na superficie das nanoparticulas. Eles também descreveram que
o0 tempo ideal necessario para a conclusdo da reacdo para a sintese de nanoparticulas de prata fosse
de 60 minutos.

Os extratos vegetais tém a capacidade de produzir nanoparticulas metélicas, sendo que a
concentracdo e acdo antioxidante do extrato sdo fatores chave para garantir a formagédo de
nanoparticulas metalicas. O extrato de frutos de Piper wallichii foi incorporado ao meio reacional
durante a sintese de nanoparticulas de ouro. Em outro estudo, o aumento da concentracdo do
extrato vegetal da fruta Tansy (LIN et al., 2010) ocasionou na reducdo dréstica do diametro médio
de nanoparticulas de prata e ouro (PRABHA; LAHTINEN; SILLANPAA, 2010). Além disso, com
0 aumento da concentracdo do extrato de folhas de Rosa rugosa (PRABHA; LAHTINEN;
SILLANPAA, 2010), o diametro médio das nanoparticulas de prata também foi reduzido. Em
todos esses casos, 0 tamanho das nanoparticulas de prata foi menor do que o das outras
nanoparticulas metalicas, indicando que o extrato vegetal influencia diretamente no tamanho das
nanoparticulas sintetizadas. Algumas investigacGes cientificas indicam que nanoparticulas de
prata sintetizadas a partir de extratos vegetais sdo mais estaveis do que aquelas produzidas a partir
de microrganismos, mesmo apés varios meses (IRAVANI, 2011). Por exemplo, nanoparticulas de
prata sintetizadas a partir do extrato de folhas de vinca (Catharanthus roseus) mostraram que o
espectro na regido do ultravioleta ndo sofreu variacGes significativas mesmo apds 4 meses, porém
o mesmo foi alterado consideravelmente no caso das nanoparticulas obtidas por bactérias (Bacillus
subtilis) (KANNAN; MUKUNTHAN; BALAJI, 2011). Essa alteracdo no espectro das
nanoparticulas metélicas € um forte indicio da aglomeracdo e precipitacdo das nanoparticulas
metalicas.

No geral, a elevada concentragdo de ions metalicos no meio reacional produz
nanoparticulas de prata de maior diametro. Particulas de prata com didmetro na faixa de 50 a 100
nm foram produzidas em meios reacionais contendo fons prata em concentragoes entre 102 e 10°
“M de extrato de folhas de tramazeira (Sorbus aucuparia) (PRABHA et al., 2010). Porém, nas
mesmas condigdes reacionais, nanoparticulas de ouro com didmetro um pouco maior (50 a 150
nm) foram obtidas. Da mesma forma, o extrato de folhas de fedegosa (Chenopodium album) e uma

concentracdo de 5mM de ions prata foram empregados para produzir particulas de prata com
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didmetro entre 40 e 90 nm (DWIVEDI; GOPAL, 2010). Por outro lado, nanoparticulas de prata
com menor didmetro (entre 30 e 60 nm) foram observadas em meios reacionais contendo a mesma
concentracdo de ions prata (5mM) de extrato das folhas de Rosa rugosa (PRABHA; LAHTINEN;
SILLANPAA, 2010). Assim, a tendéncia de aumento no didmetro médio das nanoparticulas
metalicas foi observada com o aumento da concentragdo de ions metéalicos em solucdo. Esses
estudos cientificos apontam que nanoparticulas de prata com grande didmetro sdo obtidas em
meios reacionais contendo elevada concentracdo de ions metalicos.

De forma geral pode-se afirmar que a sintese verde de nanoparticulas de prata empregando
extratos vegetais apresenta grande vantagem se comparada a rotas convencionais (KUMAR,;
CHISTI; CHAND, 2013).

3.8 Metodologia de Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é uma ferramenta de métodos estatistica e
matematica muito Util para avaliar a influéncia de mdaltiplas variaveis nas variaveis de resposta
simultaneamente, tendo como finalidade a obtengdo de condigdes otimizadas de processo ou
produtos (VENKATALAXMI; PADMAVATHI; AMARANATH, 2004). O RSM é uma técnica
estatistica que gera analises de resposta confiaveis e adequadas além de fornece um modelo
matematico que se ajusta aos dados experimentais o qual pode ser usado para otimizar 0s
processos. A utilizacdo do planejamento experimental por meio da RSM torna os estudos mais
praticos, confiaveis e econdmicos devido aos menores nimeros de experimentos e das melhores
condicdes das sinteses (SHARIFI PAJAIE; TAGHIZADEH, 2015).

O RSM consiste em dois tipos de projetos : projeto composto central (CCD) e projeto Box-
Behnken (BBD. A diferenca entre os dois projetos é que o CCRD utiliza trés niveis para os fatores
de estudo (-1, 0, +1), enquanto o CCRD utiliza cinco niveis (-a, —1, 0, +1, +a) (MANOJKUMAR;
MUTHUKUMARAN; SHARMILA, 2022). Além do projeto Box-Behnken possuir menos niveis
em relacdo a composto central ele tambem possui uma outra vantagem a de apontar o local dos
problemas dos limites experimentais 0 que evita a combinagdes desnecessarias de tratamentos
(SHARIFI PAJAIE; TAGHIZADEH, 2015). Devido a estas vantagens varios autores tém utilizado
0 projeto Box-Behnken para otimizac¢do dos seus trabalhos ( NATHIELY et al., 2018; SHARIFI
PAJAIE; TAGHIZADEH, 2015).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/central-composite-design
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os reagentes usados neste estudo foram:

o Polpa de amora adquirida no comércio local,

o Gelatina bovina da GELITA (tipo B, 180 bloom, 30mesh);

o Nitrato de Prata (P.A - ACS), Dinamica Quimica contemporanea LTDA, (Indaiatuba/SP,
Brasil);

o Folin- Ciocalteu Fenol solucdo 2M, Exodo Cientifica, (Sumaré/SP, Brasil);

o Carbonato de sodio Anidro (P.A), Exodo Cientifica, (Sumaré/SP, Brasil);

. Acido gélico Anidro Purissimo, Exodo Cientifica, (Sumaré/SP, Brasil);
° [ caroteno, Sigma-Aldrich;
. Acido linoleico, Sigma-Aldrich;

o Cloroférmio (P. A - ACS), Sigma-Vetec ;
o Tween 40, Sigma-Aldrich;

o Molibdato de aménio, Chemco Industria e Comércio Ltda, (Hortolandia/SP, Brasil);

. Acido sulfurico, Sigma-Aldrich;

o Fosfato de s6dico monobasico Anidro (98% P.A), Neon Comercial, (Suzano/SP, Brasil);
. Acido cloridrico (P.A - ACS), Exodo Cientifica, (Sumaré/SP, Brasil);

o Hidroxido de sédio, Exodo Cientifica, (Sumaré/SP, Brasil);

o Agar tripticase de soja (TSA), Merck.

o Cloranfenicol, Sigma-Aldrich.

4.2 Determinagéo de Compostos Fenolicos e Atividade Antioxidante da Polpa de Amora

O preparo dos extratos foi realizado segundo a metodologia de Barros et al . (2020) com
modificagdes. A extracdo foi feita através da homogeneizacao de 25 mL de polpa de amora com
50 mL de agua destilada, durante 30 minutos em banho ultrassénico a temperatura ambiente, a
qual foi misturada a cada 5 minutos. Logo ap0s o extrato foi filtrado com papel de filtro de 14 um
de porosidade e armazenado em frascos de vidro ambar a -18 °C. Os extratos foram feitos em

triplicadas.
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Os compostos fendlicos foram determinados de acordo com o método adptado de Folin-
Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Inicialmente foram colocados em tubos de ensaios 0,5 mL de
extrato da polpa de amora que foram misturados com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (10%)
e 2 mL de solucéo de carbonato de sodio (4%). Em seguida, os tubos foram agitados a 200 RPM
e mantidos em repouso, ao abrigo da luz. Apds 2 horas, foram medidas as absorbancias, a 750nm,
em um espectrofotdmetro (Varian Cary 50, EUA). Solugdes aquosas de acido galico foram
empregadas na construcdo da curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em mg de acido
galico equivalente (EAG) por 100 g de amostra.

O método B-caroteno/acido linoleico foi realizado segundo a metodologia apresentada por
Rufino et al. (2010) com modifica¢des. Uma solugdo de B-caroteno e &cido linoléico foi preparada
a partir da adigdo de 50 pL de B-caroteno, 40 mg de &cido linoléico,1 mL de cloroformio e 500 mg
de Tween. Em seguida a solucéo foi agitada e transferida para um rotaevaporador para evaporacao
total do cloroférmio. Posteriormente foi adicionado a esta solucdo, sob agitacdo constante, agua
destilada previamente saturada com oxigénio por 30 minutos e realizou o ajuste da absorbancia
entre 0,6 € 0,7 a 470 nm. A leitura da absorbancia foi feita através de um espectrofotdmetro. O
ensaio foi realizado por meio da adi¢cdo em tubos de ensaio de uma aliquota de 1,25 mL da solucao
reativa e 100 pL de extrato, os quais foram medidas as absorbancias no tempo zero a 470 nm.
Logo ap6s os tubos foram incubados em banho-maria a 40 °C, ao abrigo da luz, para reagdo de
oxidacdo e a segunda leitura foi efetuada ap6s 2 horas de incubagdo. As leituras foram feitas em
triplicada.

A atividade antioxidante foi expressa pela percentagem de protecdo contra a oxidacao

lipidica (equacdo 1).

[ ([ Absorbanciajyjcial - Absorbanciagnar 1amostra X 100]) (1)
(Absorbanciajp;cial - Absorbanciagna))sistema

%protecdo = 100 — (

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do complexo do fosfomolibdénio foi
determinada segundo a metodologia de Prieto, Pineda e Aguilar (1999). Uma aliquota de 100 puL
de extrato foram colocados a um tubo de ensaio contendo 900 pL de agua destilada e 3 mL da
solucéo do complexo de fosfomolibdénio (molibdato de amdnio 0,012 M, &cido sulfarico 1,8 M e
fosfato de sodico monobésico 0,084 M). Em seguida, os tubos foram tampados e incubado em
banho-maria a 95°C por 90 minutos. Apos o resfriamento, foi realizada a medida da absorbancia a

695 nm em um espectrofotdbmetro. Os resultados foram expressos em grama de acido ascorbico
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por 100 g da amostra, fundamentados em uma curva de calibragdo com concentragdes conhecidas
de &cido ascorbico.

4.3 Sintese Verde das Nanoparticulas de Prata

Para otimizar e avaliar as diferentes condicdes de sintese das Nanoparticulas de Prata foram
utilizados neste ensaio, 0 projeto Box-Behnken (BBD). Foram selecionadas trés variaveis
dependentes, sendo o volume da solucéo da polpa de amora/AgNO3z, tempo e temperatura as quais
foram usadas para a otimizacdo em trés niveis diferentes, VIZ., baixo (-1), médio (0) e alto (+1),
conforme mostrado na Tabela 2. Essas variaveis foram escolhidas através de testes preliminares
e com base na literatura (OCSOY et al., 2017).

Tabela 2 — Planejamento Experimental com valores das variaveis dependentes usadas
no projeto Box-Behnken.

Variaveis Niveis
Baixo  Médio Alto
-1 0 +1
Temperatura (°C) 50 70 90
Tempo (h) 1 2 4
Polpa/AgNO3(mL/mL) 0/70 10/60 20/50

Fonte: Do autor (2022).

O preparo da solucédo de nitrato de prata foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Ocsoy et al. (2017) com modificacdes. A solucdo de nitrato de prata ocorreu por meio
da dissolucédo de 0,016 g de gelatina em 65mL de agua deionizada a 60°C sob agitacdo magnética.
Em seguida a solugdo foi resfriada até 25°C e posteriormente foi adicionado 0,013 g de nitrato de
prata. A gelatina possui a funcdo de estabilizar a superficie das nanoparticulas devido a sua
capacidade de formacdo de uma barreira estérica (DARROUDI et al., 2011).

Apos foi realizado a solucdo da polpa de amora por meio da diluicdo de 1 g da polpa em
10 mL de agua deionizada. O preparo da solucdo da polpa de amora foi feito de acordo com a
metodologia de Ocsoy et al. (2017) com modificacdes.

As sinteses das nanoparticulas de prata ocorreram de acordo com as condi¢Ges mostradas
na Tabela 2. Inicialmente foram misturados diferentes volumes da solucdo de polpa de
amora/nitrato de prata (0/70, 10/60 e 20/50 mL/mL) e apos foram agitadas por 10 minutos. Em

seqguida as solucbGes foram transferidas para um reator hidrotermal, o qual foi ajustado a
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temperatura e o tempo de cada ensaio. O tempo foi contado a partir do momento em que o
equipamento hidrotermal atingiu a temperatura escolhida para as sinteses, conforme apresentado
na Tabela 2. As nanoparticulas formadas foram colocadas em recipientes escuros e armazenadas

sob refrigeracdo para as demais analises.

4.4 Analise do Diametro Hidrodinamico e do Potencial Zeta das Nanoparticulas

O tamanho hidrodinamico, o indice de polidispersividade (PDI) e o potencial Zeta das
nanoparticulas foram obtidos pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS). O potencial
zeta € responsavel por fornecer a carga superficial das particulas, enquanto o indice de
polidispersividade avalia se a distribuicdo de tamanhos das particulas sdo monodispersas ou
polidispersas na amostra (BHATTACHARJEE, 2016).

As analises foram realizadas em um aparelho Zetasizer Nano ZS Malvern Intruments
(modelo Zen 3600, Estados Unidos). As medidas do potencial Zeta em fungdo do pH para as
suspensdes de nanoparticulas 0,1 % foram feitas em um intervalo de 1,5 a 11. E o0s ajustes do pH

foram feitos com solugGes aquosas de HCI (1 mol. L™ ) e NaOH (1 mol.L1).

4.5 Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana das Nanoparticulas de Prata

O teste de sensibilidade das bactérias &s nanoparticulas de prata (AgNPs) foi realizada
segundo a metodologia descrita por Soto et al. (2019) com modificacoes.

Foi usado neste teste 0 método de disco-difusdo em agar contra as bactérias Escherichea
coli K12 (Gram-negativo), e Listeria monocytogenes ATCC 19117 (Gram-positiva) as quais foram
cultivadas a 37°C/24 h. Apds o cultivo, a suspensdo bacteriana foi centrifugada a 10.000 rpm por
5 minutos a 4 °C, ressuspendidas em solugdo salina 0,85% (p/v) e padronizadas na escala de
McFarland a 0,5, equivalente a 108 UFC/mL. Em seguida os microrganismos padronizados foram
espalhados por semeadura em agar tripticase de soja (TSA). Logo ap6s foram depositados,
assepticamente, sob a superficie do agar discos de papel filtro (6 mm) estéreis, e impregnados com
10 pl de AgNPs. Posteriormente as placas foram incubadas a 37+2 °C por 24 horas. O teste avaliou
0 halo de inibigdo, que foi expresso em milimetros (mm). As analises foram realizadas em

triplicata. E controle foi feito através do antibiético cloranfenicol 0,5 % (p/v).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Compostos Fenolicos e Atividade Antioxidante da Polpa de Amora

Os Compostos fenolicos e a atividade antioxidante da polpa de amora s&o apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Compostos fendlicos e atividade antioxidante (-caroteno/cido linoleico e
complexo do fosfomolibdénio) da polpa de amora.

Atividade antioxidante

Extrato Fendlicos totais (mg. B-caroteno/acido Complexo do
EAG 100 g?) linoleico (% de fosfomolibdénio
protecdo) (%)
Polpa de amora 78,03 + 6,88 84,79 £ 2,92 11,77 £ 0,44

Fonte: Do autor (2022).

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios presentes nas plantas e que tém sido
muito citados por pesquisadores da &rea de nanoparticulas metélicas. Segundo um estudo de
nanoparticulas de prata oriundas de Morinda citrifolia, os autores observaram que quantidade dos
compostos fendlicos presentes nos extratos vegetais podem supostamente influenciar na reducao
e estabilizacdo das particulas o que evita a sua aglomeracdo (BORDOLOI et al., 2020). Portanto,
foram avaliados os compostos fendlicos totais da polpa de amora, tendo como resultado 78,03 mg.
EAG por 100 gramas de amostra (TABELA 3). A presenca destes compostos pode ser um bom
indicativo para se usar a polpa de amora na sintese de nanoparticulas.

Os antioxidantes sdo substancias capazes de reduzir e inibir os radicais livres, prevenindo
assim, as células de desenvolver doencas degenerativas causadas por espécies reativas de oxigénio
(CHAKRABORTY et al., 2021). De acordo com Singh et al. (2018), os antioxidantes encontrados
nos extratos vegetais podem contribuir de forma positiva na formagdo das nanoparticulas
metalicas, uma vez que, estas substancias tem a capacidade de aderirem na superficie das particulas
proporcionando assim uma acdo antioxidante. Com base nessa informacao foi avaliada a atividade
antioxidante da polpa de amora através de dois métodos diferentes: B-caroteno/acido linoleico e
Complexo do fosfomolibdénio.

O meétodo B-caroteno/acido linoleico é fundamento em medidas espectrofotométricas de
oxidagdo P-caroteno (descoloracéo) induzido pelos produtos gerados por meio da degradacao
oxidativa do acido linoleico (RUFINO et al., 2010). Conforme apresentado na Tabela 3 o extrato
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da polpa de amora teve como resultado 84,79% de prote¢do contra a oxidacdo do [-caroteno.
Segundo Rufino et al. (2010), os valores acima de 70% em alimentos s&o classificados como alta
atividade antioxidante, enquanto os valores entre 40 a 70 % intermediaria e menor que 40 % baixa.
Sendo assim a polpa de amora em estudo pode ser considerada com alto poder de protecédo, ja que
obteve um valor superior a 70%.

O método do complexo de fosfomolibdénio se baseia na reducéo de molibdénio (V1) para
molibdénio (V) formando como produto um complexo verde em pH acido e que apresenta uma
absorcdo maxima em 695nm. Esta reducdo s6 ocorre na presenca de determinadas substancias
antioxidantes (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A atividade antioxidante realizada através
do método do complexo de fosfomolibdénio também apresentou valores significativos, sendo de
11,77%. Esse resultado comprova a existéncia de agentes antioxidantes na polpa de amora, pois

foram capazes de promoverem a reducdo do composto do Molibdénio (+6).

5.2 Analise do Diametro Hidrodinamico e do Potencial Zeta das AgNPs

O planejamento usado para a sintese de nanoparticulas sugeriu um total de 15
experimentos, conforme mostrados na Tabela 4. O tamanho hidrodindmico da particula, indice de
polidispersividade, potencial zeta e as analises antimicrobianas obtidas por meio dessas sinteses
também sdo apresentadas nesta tabela.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 4 é possivel observar que o tamanho das
nanoparticulas sintetizadas variou de 37,8 a 478 nm enquanto o indice de polidispersividade (PDI)
variou de 0,200 a 0,940. Segundo Abdelsalam et al. (2019) as particulas podem ser consideradas
polidispersas quando exibem valores de PDI maiores que 0,5 ou monodispersas quando estes sdo
inferiores a 0,5. Portanto, a maioria das particulas em estudo exibiram PDI maiores que 0,5
indicando a polidispersividade do sistema coloidal, ou seja, elas possuem tamanhos heterogéneos.
Entretanto, houve exce¢des nos ensaios 5,7 e 9 j& que estes tiveram valores de PDI inferiores a 0,5
comprovando assim a homogeneidade do tamanho das particulas em suspenséo.

A estabilidade das suspensdes coloidais das AgNPs foram analisadas por meio da carga
de superficie através do potencial zeta. Conforme mostrado na Tabela 4 os valores do potencial
zeta variaram de 5,16 a-17,4 mV. Geralmente resultados menores que 30 mV em modulo indicam
instabilidade das AgNPs o que pode gerar conglomerados e descontrole do formato e tamanho
finais das particulas (SHUKLA; MASIH; MEHATA, 2022).
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Tabela 4 — Planejamento experimental Box-Behnken e valores da média seguidos pelo desvio padrdo do tamanho hidrodindmico, potencial zeta

e atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata oriundas da polpa de amora.

Ensaio Temperatura Tempo  Solugdo Diametro (nm) PDI Potencial Zeta Halo de Halo de
(°C) (h) Polpa/AgNOs (mV) Inibicao Inibicao
(mL/mL) E. Coli L.
(mm) monocytogenes
(mm)
1 50 1 10/60 62,6 + 15,1 0,840+0,140 5,16 +1,80 11,8 +1,30 8,84 + 0,500
2 90 1 10/60 478 + 15,0 0,930 £0,0800 -9,64+0,600 11,3+0,690 8,57 +0,650
3 50 4 10/60 269 £ 21,2 0,850 + 0,0400 -0,740+0,110 11,7+0,720 9,65+ 0,950
4 90 4 10/60 317 + 185 0,460+0,0200 -853+0,400 10,6+0,760 8,68+ 0,310
5 50 2 0/70 259 + 8,17 0,220+0,0100 -1,31+0,540 9,70+0,780 9,16 £ 0,550
6 90 1 10/60 206 + 89,8 0,860 £ 0,2500 -6,41+ 0,200 10,9+0,880 9,52 +0,720
7 50 2 0/70 302 + 226 0,340 +0,0100 0,760+0,490 11,7+0,800 9,40 +0,500
8 70 4 0/70 96,8 + 11,6 0,540 £0,0500 -8,26+0,920 11,4+0,580 9,89+1,20
9 90 4 10/60 213 +11,2 0,200 + 0,0300 -14,3+1,50 10,5+0,570 8,68 +0,720
10 70 4 0/70 299 + 174 0,510 £0,0200 -17,4+4,80 10,3+ 1,00 9,09 + 0,530
11 70 1 20/50 332 + 196 0,620+0,100 -11,1+0,250 10,4+1,10 8,97 £ 0,500
12 70 1 20/50 0,000 + 0,000 0,770+0,390 -841+0,360 10,1+0,770 8,75+ 0,640
13 50 1 10/60 109 +53,5 0,940+0,100 -5,75+1,10 10,6 +0,960 9,11 +0,390
14 70 2 10/60 265+ 18,8 0,550 +£0,0700 -1,66+0,350 10,1+0,600 9,64 +0,540
15 70 2 10/60 37,9+21,8 0,790+0,360 -4,70+0,310 10,4+1,20 9,87 £ 0,690
Extrato puro 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000

Legenda: Médias + desvio padréo

Fonte: Do autor (2022)
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Para avaliar melhor a influéncia de cada variavel dependente em relacdo as variaveis
de resposta (potencial zeta e tamanho hidrodindmico) foram plotados grafico de contornos
que estdo ilustrados na Figura 4 e 5.

Figura 4 — Gréfico de contorno mostrando a influéncia das variaveis: (a) tempo e
concentragédo da solucéo polpa/AgNOs (b) temperatura e tempo; (c)
temperatura e concentracgdo da solucao polpa/AgNOz no potencial zeta
das nanoparticulas de prata.
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Figura 5 — Gréfico de contorno mostrando a influéncia das variaveis: a) tempo e
concentragéo da solucdo polpa/AgNOs; (b) temperatura e tempo; (c)
temperatura e concentragdo da solucdo polpa/AgNOz no tamanho das
nanoparticulas de prata.
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A curva de contorno do potencial zeta em funcdo das variaveis tempo e concentracdo
da solugédo polpa/AgNO3z (Figura 4a) mostrou que ao aumentar o tempo e a concentragdo de
polpa durante a sintese favoreceu o aumento do valor do potencial zeta. Porém esse fendbmeno
é visto até proximo da concentracdo de 20 % (mL /mL) da solucéo polpa/AgNQOs e 3 horas de
sintese, acima dessas condi¢cdes o potencial zeta comeca a decair de forma gradual chegando
bem proximos dos valores iniciais, sendo estes inferiores a -12 mV. Analisando a Figura 5b e
5c é possivel observar de modo geral que o potencial zeta teve uma tendéncia de reducdo com

0 aumento da temperatura em fun¢@o do aumento tanto do tempo quanto da concentracdo da
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solucgéo polpa/AgNOs. Sendo que o potencial zeta no primeiro caso alterou de >3a<-9mVe
no segundo caso de >4 a <-8 mV.

A andlise da Figura 5 mostrou a forte influéncia da concentracdo da solucao
polpa/AgNOs no tamanho das particulas. De acordo com graficos de contorno (Figura 5a e c)
0 aumento da concentracdo da solucdo polpa/AgNOz acarretou no aumento exponencial do
didmetro das particulas. No entanto, as outras variaveis em estudo, tempo e temperatura, ndo
tiveram os efeitos significativos no tamanho das nanoparticulas, fato que pode ser justificado

através do grafico de efeitos principais (Figura 6).

Figura 6 — Grafico de efeitos principais para o didmetro das nanoparticulas de prata.
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Fonte: Do autor (2022).

A Figura 7 ilustra a relacdo entre a coloracdo das nanoparticulas e o tamanho das
particulas. A cor amarela alaranjada € caracteristica da prata coloidal e foi evidenciado na
particula de didmetro maior (Figura 7-a), o que comprova a reducdo e formacdo prata na
solucdo. No entanto, a coloracdo passa a ser menos intensa a medida em que o didmetro da

particula diminui (Figura 7-b, c e d).
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Figura 7— Imagens das AgNPs mostrando a diferenca da coloragéo em relagéo ao tamanho da
particulas: (a) 478nm; (b) 332nm; (c) 206nm e (d) 62,6nm.

(a) (b) (©) (d)
Fonte: Do autor (2022).

5.3 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana das AgNPs

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi avaliada contra duas bactérias, a
Escherichea coli K12 (Gram-negativo), e Listeria monocytogenes ATCC 19117 (Gram-
positiva). Na Tabela 4 estdo apresentados os valores dos halos de inibi¢do, o qual é possivel
verificar que todas as nanoparticulas sintetizadas tiveram ac&o inibitoria contra os dois tipos
microrganismo estudados. No entanto o efeito inibitério das AgNPs foi maior contra a bactéria
E. coli, no qual teve os halos de inibi¢&o variando entre 9,70 a 11,8 nm. Enquanto nas bactérias
L. monocytogenes os halos variaram de 8,57 a 9,89nm. Esses resultados podem ser
comprovados por meio da Figura 8, que ilustra o crescimento da zona de inibi¢do durante o
experimento do disco de difusdo em agar.

O mesmo teste antimicrobiano foi realizado para o extrato puro da polpa de amora e 0s
dados obtidos na Tabela 4, indicaram que ndo houve agdo antimicrobiana em nenhum tipo de
bactéria. Isso indica que a acdo antimicrobiana das AgNPs vem exclusivamente dos ions prata,
que foram reduzidos e transformados em prata coloidal durante a sintese. Segundo Bordoloi et

al. (2020) a prata coloidal tem forte ag&o antimicrobiana.
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Figura 8 — Zona de crescimento de inibi¢do das nanoparticulas de prata contra duas bactérias e
seus respectivos valores: (a) Escherichea coli K12 - 9,70nm; (b) Escherichea coli

K12 - 11,8 nm; (c) Listeria monocytogenes ATCC 19117 - 8,57 e (d) Listeria
monocytogenes ATCC 19117 - 9,89

Fonte: Do autor (2022).

A Figura 9 mostra a otimizacdo das varidveis dependentes que foi realizada com intuito
de encontrar as condicdes apropriadas para se produzir nanoparticulas mais eficientes aos
patégenos em estudo, ou seja, que apresentem os maiores halos de inibicdo. O grafico de
otimizacdo foi plotado no software Minitab que detecta a melhor combinagdo das varidveis
produzindo assim uma reposta dentro da faixa desejada.
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Figura 9 — Otimizacdo das varidveis dependentes dentro da faixa desejada para a sintese das
AgNPs com os maiores halos de inibicdo contra as bactérias: Escherichea coli
K12 e Listeria monocytogenes ATCC 19117.

Crtima Tem pemt Time [h] Blackber
_ Sup. 200 a0 =00
D:og1ss F (50001 i -
Inf. =aln) 10 an

Cor posho
De==ia bility
0: 09135

Liztera
hdaz<irno
w = 96263
d = 024565

E. Coli
hdaz<irno
W= 117721
d = 053671

Fonte: Do autor (2022).

De acordo com a Figura 9, para obter as AgNPs com o maximo de inibicdo contra a
bactéria E. coli a melhor combinacéo seria utilizar 9,7 % (mL/mL) de solucéo da Polpa/AgNOs
no tempo de 4 horas de sintese a 50 °C, com a finalidade de ter uma particula com tamanho de
11,8 nm. Em relacdo a bactéria L. monocytogenes as AgNPs sintetizadas nas mesmas teria um
halo maximo de 9,69 nm. O que comprova mais uma vez que as AgNPs a base da polpa de

amora tem alta eficiéncia antimicrobiana, porém sua acdo se demostrou maior a bactéria E.coli.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A obtencdo da AgNPS por meio da Quimica Verde foi possivel devido a varios
compostos presentes na polpa de amora como os acUcares, polissacarideos, fendlicos e
antioxidantes que possibilitaram a reducdo dos ions de prata e formac&o da prata coloidal sem
0 uso de redutores toxicos.

A acdo antioxidante da polpa de amora foi comprovada pelo método de oxidagéo do p-
caroteno/acido linoleico a qual apresentou um valor de 84,79% de protecdo, indicando um alto
poder antioxidante, uma vez que, em alimentos valores maiores que 70% recebem esta
classificagéo.

Os dados obtidos através da otimizacao estatistica mostraram que o fator que mais
impactou no tamanho das nanoparticulas de prata foi a concentracdo da solucdo de polpa de
amora no meio reacional. O aumento da concentragdo do agente biorredutor acarretou em um
aumento exponencial no didmetro médio das nanoparticulas de prata.

Também foi evidenciado a a¢do antimicrobiana das AgNPs contra as bactérias E. coli
(Gram-negativo) e L. monocytogenes (Gram-positiva). No entanto as nanoparticulas
apresentaram maior eficiciéncia contra a E. coli a qual exibiu uma zona de crescimento de
inibicdo que variou de 9,70 a 11,80 nm. Enquanto que para as bactérias L. monocytogenes
ATCC 19117 as zonas variaram de 8,57 a 9,89nm. Porém a otimizacao das condicdes da sintese
verde, mostraram que € possivel alcancar valores maiores de zonas de inibi¢do para as duas
bactérias ao mesmo tempo, sendo na temperatura de 50°C, 4h de sintese e utilizando 9,7% de
v/v de polpa de amora no meio reacional. Esses dados demostram que é possivel obter
nanoparticulas com propriedades desejaveis desde que seja usada a otimizacdo na aprimoracao

das condic¢oes de sintese.
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