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RESUMO

A nanotecnologia é um campo interdisciplinar muito vasto e essa area de pesquisa e
desenvolvimento tem o potencial de revolucionar uma ampla gama de setores. As
nanoparticulas metélicas sdo pertencentes a esse conjunto e vem sendo amplamente
investigadas devido aos seu potencial microbicida.

Dentre as nanoparticulas com propriedades antimicrobianas destacam-se as
nanoparticulas de prata (AgNPs) por apresentarem amplo espectro e baixa probabilidade de
inducdo de resisténcia microbiana. Este estudo tem como objetivo investigar o potencial de
formag&o de AgNPs utilizando extratos vegetais aquosos de crajiru, em diferentes condigdes de
pH, temperatura e diluicdes do extrato. Pretende-se examinar como essas condicdes de sintese
influenciam o tamanho e a morfologia das nanoestruturas, bem como seu impacto nos testes de
halo de inibicao.

A caracterizacdo do extrato aquoso de crajiru foi realizada por meio de espectroscopia
UV-Vis, permitindo a observacdo de como as condi¢Bes de sintese podem influenciar a
producdo de nanoparticulas. Em condicdes de sintese alcalinas e com concentracfes diluidas
de extrato aquoso de crajiru, foram observadas bandas relacionadas a formacdo de
nanoestruturas mais intensas e de tamanhos variados. 1sso sugere a produgdo de nanoparticulas
com didmetros maiores a medida que a reacao progride em meios &cidos e neutros. Por outro
lado, o aumento da temperatura do meio reacional resultou em uma diminui¢do na quantidade
de nanoparticulas formadas, o que favoreceu a reducdo da prata em temperatura ambiente.

A andlise por microscopia eletrdnica de transmissao (TEM) confirmou a relagdo entre
temperatura, concentracdo e pH com as caracteristicas das AgNPs produzidas. As
nanoparticulas de menor didmetro demonstraram maior eficacia contra bactérias gram-positivas
e gram-negativas, alinhando-se com descobertas prévias na literatura. Esses resultados
ressaltam o potencial das AgNPs derivadas do crajiru como agentes antimicrobianos e destacam
a importancia de otimizar as condic¢des de sintese para maximizar suas propriedades desejadas.
Assim, este estudo contribui significativamente para o avan¢co do conhecimento em
nanotecnologia e para o desenvolvimento de novos biomateriais com aplicagcdes promissoras

em diversas areas, incluindo saude e tecnologia.

Palavras-chave: Sintese verde, rotas sintéticas alternativas, medicina popular, acdo

antimicrobiana.



ABSTRACT

Nanotechnology is a vast interdisciplinary field and this area of research and
development has the potential to revolutionize a wide range of sectors. Metallic nanoparticles
belong to this group and have been widely investigated due to their microbicidal potential.

Among the nanoparticles with antimicrobial properties, silver nanoparticles (AgNPs)
stand out for their broad spectrum and low probability of inducing microbial resistance. The
aim of this study is to investigate the potential for forming AgNPs by aqueous plant extracts of
crajiru under different conditions of pH, temperature and extract concentration.

The characterization of the aqueous crajiru extract was analyzed using UV-Vis
spectroscopy, making it possible to see how the synthesis conditions can affect the production
of nanoparticles. The synthesis conditions in alkaline media using diluted concentrations of
aqueous crajiru extract showed bands related to the formation of more intense nanostructures
of varying sizes, indicating the production of nanoparticles with larger diameters as the reaction
progressed to acidic and neutral media. Increasing the temperature of the reaction medium
caused a decrease in the quantity of nanoparticles formed, favoring the reduction of silver
carried out at room temperature. Transmission electron microscopy (TEM) analysis confirmed
the relationship between temperature, concentration and pH with the characteristics of the
AgNPs produced. Notably, the smaller diameter nanoparticles showed greater efficacy against
gram-positive and gram-negative bacteria, in line with previous findings in the literature. These
results underscore the potential of crajiru-derived AgNPs as antimicrobial agents and highlight
the importance of optimizing synthesis conditions to maximize their desired properties. Thus,
this study contributes significantly to the advancement of knowledge in nanotechnology and to
the development of new biomaterials with promising applications in various areas, including

health and technology.

Keywords: Green synthesis, alternative synthetic routes, traditional medicine, antimicrobial

action.
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1. INTRODUCAO

As plantas podem ser amplamente utilizadas em reagdes quimicas em virtude de sua
composi¢do quimica, especialmente considerando o seu diverso conteGdo de composto
redutores, tais como os terpenos, alcaloides e outros metabolitos secundarios. Para ndo gerar
residuos toxicos e nem poluentes ao meio ambiente e visando a extracdo desses metabolitos,
geralmente, se utiliza como solvente a agua. Cada parte da planta pode ser empregada inclusive
na geragdo de nanoestruturas metalicas com caracteristicas fisico-quimicas diferentes devido a
variacdo de metabdlitos presentes, sobretudo os secundarios (Morales et al., 2021). De forma
geral, toda parte do vegetal pode ser utilizada ja que todas apresentam metabdlitos primarios e
secundérios em diferentes proporcdes e tipos (Srikar et al., 2016).

As folhas de espécie Arrabidaea chica, também conhecidas como crajiru, sdo ricas em
pigmentos de coloracdo de vermelho-escuro e vermelho-tijolo, que sdo empregadas no
tingimento de fibras artesanais, enfeites, utensilios e vestuario, também sdo utilizadas em
tatuagens, como repelente de insetos e como protetor solar (Da Rocha, 2017)

Segundo a medicina tradicional, o cha preparado a partir das folhas do crajiru séo
utilizadas para tratamentos de doengas como: diarreia, anemia, ictericia, hepatites e nervosismo.
Hé& ainda relatos de sua eficacia anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, e
contra canceres de boca, Utero e leucemia. Essa planta medicinal se aplicada topicamente pode
auxiliar no combate as enfermidades da pele como psoriase, feridas e Ulceras (Athithan et al.,
2020; Branddo et al., 2021; Kalil Filho et al., 2000; Rocha et al., 2019; Oliveira et al., 2009).

Na antiguidade, os sais de prata eram utilizados como farmaco, para o tratamento de
queimaduras e quimioterapico contra patologias oriundas de bactérias. Com a descoberta da
penicilina, o uso da prata reduziu consideravelmente, porém, com a descoberta de cepas
resistentes a antibioticos, o uso da prata e seus derivados empregados em aplicacdes
microbioldgicas voltaram a ser investigados (Chopra, 2007).

A rota quimica convencional € o procedimento economicamente mais viavel para a
producéo de nanoparticulas (NPs). Nesse processo € utilizado o sal em meio aquoso e um agente
redutor/estabilizador, no qual sdo comumente usados o citrato de sodio e o borohidreto de sddio
(Santos, 2023). Entretanto, alguns desses agentes redutores geram subprodutos potencialmente
toxicos que limitam sua aplicacdo na area biomédica. Por outro lado, a rota biologica vem
ganhando consideravel importancia nos ultimos anos.

A atratividade pela producdo de nanoparticulas é relacionada pela aplicacdo de

conceitos da sintese verde, que é caracterizada por um baixo impacto ambiental, pela reducéo
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de produtos ndo desejaveis e pelo estimulo de usos de recursos naturais (Ribeiro et al., 2022).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido muito utilizadas e estudadas devido a sua
potente atividade antimicrobiana. A sintese biogénica de nanoparticulas de prata € conhecida a
muito tempo por muitos investigadores, e varios estudos promissores foram publicadas nos
ultimos anos (Benedito et al., 2017; Durén et al., 2016; Faramarzi; Sadighi, 2013; Gomes et al.,
2020; Liu et al., 2018; Rafique et al., 2017; Viana et al., 2021).

Tem-se pesquisado a utilizacdo de extrato de plantas medicinais junto as nanoparticulas
na busca por criar acdes naturais, mais eficientes e de baixo custo para combater bactérias,
fungos e leveduras. Além disso, a sintese verde de NPs pode aumentar a biodisponibilidade e
biocompatibilidade das NPs (Furlan et al., 2015; Ghramh; Ibrahim; Khan, 2019; Yu et al., 2012)
e, com isso, busca-se obter dispersdes de nanoparticulas de prata atraves da sintese mediada por

extrato aquoso de crajiru e usa-las frente a bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.  Abordagens para a producdo de nanoestruturas metalicas

As NPs podem ser sintetizadas através de diferentes métodos. Tal como se pode
observar na Figura 1, os métodos podem ser resumidamente classificados como métodos top-
down e de bottom-up. No primeiro, as particulas sdo sintetizadas a partir do fracionamento de
um material em escala micro ou macrométrica (por métodos fisicos como ablacdo a laser,
decomposicdo termal, pir6lise por spray ultrassdnico, evaporacdo e/ou condensacdo)
(Rudramurthy et al., 2016; Yadi et al., 2018).

Figura 1- Abordagens utilizadas na sintese de nanoparticulas metélicas, inclusive de AgNPs.
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Fonte: https://nanotechnologyjd.weebly.com

Na abordagem bottom-up, as particulas sdo obtidas pela combinacdo dos reagentes

inicialmente em nivel atbmico ou molecular através de métodos quimicos ou bioldgicos
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(Rudramurthy et al., 2016). A literatura reporta que as NPs obtidas podem ter uma grande
variabilidade de tamanho e forma (Duran et al., 2019; Rodrigues et al., 2019). Os métodos e
abordagens implementados para produzir as nanoparticulas sdo importantes para obtencéo de
diferentes nanoestruturas. Contudo, caracteristicas e propriedades como estabilidade e tamanho
dependem também de condigdes experimentais, como o tempo de reacdo, temperatura e 0 uso
ou n&o de agentes estabilizantes (Beyene et al., 2017).

2.2.  Sintese bioldgica de nanoestruturas

A producdo de nanoparticulas atraves de plantas vem ganhando importancia nos ultimos
anos devido a sua natureza livre de solventes organicos e menor toxicidade (Jamkhande et al.,
2019; Lakshmanan et al., 2018). A utilizacdo de extratos de diferentes partes de plantas contém
uma variedade de metabolitos secundarios, tais como carboidratos, lipidios, compostos
fendlicos, terpenoides e alcaloides, e estas sdo capazes de reduzir cations metélicos.

Isso decorre devido as propriedades quimicas especificas desses compostos, esses
metabolitos contém grupos funcionais, como grupos hidroxila (-OH), grupos carbonila (C=0),
grupos fenol e outros grupos gque possuem elétrons disponiveis para doagdo. Esses grupos
funcionais podem atuar como agentes redutores em reacdes quimicas, transferindo elétrons para
cations metalicos, mas também pode servir como agente de recobrimento (capping agents) para
evitar a coalescéncia das nanoestruturas formadas (Lakshmanan et al., 2018).

A sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando extratos vegetais é possivel
em razdo da existéncia de metabdlitos secundarios capazes de recobrir e estabilizar as
nanoestruturas a serem formadas. No entanto, essa estabilidade no processo de sintese pode ser
afetada por diferentes fatores, como a quantidade e capacidade antioxidante dos agentes
redutores, além da afinidade de interacdo dos metabdlitos secundarios do extrato vegetal pela
superficie das nanoparticulas a serem produzidas (Houllou et al., 2019).

Uma das caracteristicas chaves na aplicacdo das AgNPs consiste na metaestabilidade do
sistema formado (Pereira, 2021). Ja foi demonstrado que a estabilidade das solug¢bes coloidais
nanoparticulas de prata tem uma forte dependéncia da especificidade do método de preparacéo
e as condigOes experimentais (Toledo et al., 2020).

Os parametros de sintese empregados para a formacdo nanoparticulas de prata
dependem da natureza dos materiais, como concentracdo do nitrato de prata, concentracdo dos
extratos vegetais, duracdo e temperatura do processo de sintese, entre outros. Estes fatores
influenciam no tempo necessario para que ocorra a mudanca de coloragdo das suspensdes, bem

como a intensidade dessas (Ribeiro et al., 2022; Viana et al., 2021).
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Com relagdo a concentracdo dos reagentes, esse parametro é responsavel pela
modulagéo do tamanho e morfologia das nanoestruturas (Dakal et al., 2016). Dong et al. (2014)
observou que um aumento na concentracdo de AgNOs induziu a diminui¢do no tamanho das
nanoparticulas. Inicialmente, na proporgdo de 1 a 5 mmol L do AgNOs héa a formacéo de
AgNPs maiores, contudo, entre 5 a 10 mmol L de AgNO3 ha uma tendéncia na formagéo de
nanoestruturas de menor tamanho.

Isso ocorre, pois a medida que vai aumentando a concentracdo do AgNOs percebe-se 0
aumento da absorbancia do meio reacional pela técnica de espectroscopia de absor¢édo
molecular na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), enquanto Solomon et al., (2007)
constatou que o comprimento de onda onde ocorre 0 méximo de absorbancia tem correlagdo
com o tamanho das NPs. Quanto maior for a absorbancia e a sua posi¢ao ocorrer em menores
comprimento de onda, o aumento da concentracdo do reagente permite que seja formado
nanoparticulas menores. Contudo, para a obtencdo de nanoparticulas eficazes contra
microrganismos é necessario o alinhamento de vérias condicGes de sintese.

As propriedades Opticas apresentadas pelas nanoparticulas metalicas sdo caracteristicas
das oscilagdes coletivas dos elétrons da banda de conducdo, denominada ressonancia de
plasmon de superficie (RPS), no qual ha uma interacdo das NPs com o campo eletromagnético
da luz (Kobylinska et al., 2020). Com o aumento da quantidade de extrato vegetal no meio
reacional hd uma tendéncia no aumento da intensidade da banda associada a presenca de AgNPs
denominada de ressonancia de plasmon de superficie (RPS), indicando a formacdo de uma
maior quantidade de AgNPs (Santos, 2023).

Entretanto, é reportado na literatura que muitos metabolitos secundarios presentes em
extratos vegetais também sdo capazes de se complexar com ions metalicos em solucéo (Ribeiro
et al. 2022). Portanto, se a concentracdo de extrato vegetal for muito alta em relacdo a
concentracdo do sal precursor de prata, hd& uma competicdo entre os processos de reducdo e
complexagédo do cation metalico, reduzindo a quantidade de nanoestruturas formadas.

Diversos estudos mostram que o aumento do pH resulta no estreitamento gradual da
banda plasmon das AgNPs e 0 aumento de sua intensidade, demonstrando que o pH tem uma
grande influéncia na forma e velocidade de aumento desse sinal (Dada et al., 2019; Santos,
2023). Em meio &cido, alguns trabalhos demonstram que a reacdo favorece a agregacao das
NPs, resultando em particulas maiores, o que justifica o alargamento da curva (Dada et al.,
2019; Manosalva et al., 2019).

Ja em meio alcalino, a reacdo tende a favorecer a nucleacdo dos 4&tomos de prata recém

reduzidos, gerando AgNPs de menor didmetro e mais uniformes, o que resulta no estreitamento
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da banda RPS. Isso sugere que uma grande quantidade de atomos de prata é reduzida
rapidamente em meio bésico, originando nanoestruturas de tamanhos menores (Mosaviniya et
al., 2019; Singh et al., 2020).

Com o aumento de temperatura também hé, geralmente, um aumento na formacéao de
AgNPs. Pois 0 aquecimento favorece o aumento da temperatura da reacdo, ha o aumento das
correntes de convecgdo e aumentando assim o transporte de massa, facilitando o encontro dos
agentes redutores com o agente oxidante, necessario para a reducdo do Ag* em Ag®. Assim, o
aumento de temperatura acelera a nucleacao e crescimento de AgNPs e a taxa de transporte de
elétrons aumenta via redutor utilizado no caso dos extratos vegetais. A taxa de transporte de
elétrons normalmente € uma etapa limitadora na sintese de AgNPs, que pode ser superada com
0 aumento da temperatura (Hamedi, 2017; Fayaz et al., 2009; Park et al., 2007).

Todos estes parametros podem influenciar na qualidade, forma, tamanho e na agéao
microbicida das AgNPs, logo, quanto menor o didametro das nanoestruturas de prata maior é a
acdo contra os microrganismos devido a facilidade de penetracdo nas células bacterianas
(Ahmed et al., 2021; Quintero-quiroz et al., 2019).

2.3.  Acdo microbioldgica das AgNPs

O sistema bacteriano pode adquirir resisténcia a antibidticos por varios mecanismos e
pode ser transferido para outras bactérias por trés principais mecanismos de recombinacédo
genética: traducdo, conjugacéo e transformacéo (Levinson, 2016). Com o cendrio de resisténcia
bacteriana, as AgNPs tém atraido o interesse devido as suas aplica¢des biomédicas (Dissemond
et al., 2020; Lemos et al., 2021).

As dispers@es coloidais de AgNPs, devido a alta relacdo area por volume, apresentam
propriedades antimicrobianas contra diversos tipos de microrganismos, tais como bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus (Tormena, 2020). A carga positiva nos ions
Ag" é sugerida como precursor essencial para atividades antimicrobianas, logo, para que a prata
tenha qualquer propriedade antimicrobiana ela deve estar em sua forma ionizada. Em sua forma
reduzida, a prata é inerte, mas ao entrar em contato com a umidade, libera ions prata (Klueh et
al., 2000).

Além disso, esse ion é capaz de interromper o transporte de nutrientes, interagindo com
enzimas respiratorias e promovendo o rompimento da membrana celular bacteriana. Em relagéo
ao formato, a maior reatividade estd relacionada diretamente com o numero de facetas da
particula, o que justifica particulas triangulares apresentarem maior acdo antimicrobiana em

relacdo as esféricas (Fatima et al., 2016).
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De acordo com dados publicados em 2013, 0s microrganismos mais comuns em
infeccdes e resisténcia bacteriana sdo a S. aureus (Gram-positiva) e a E. coli (Gram-negativa)
(Wang et al., 2013) e, neste caso, as AgNPs, devido as suas propriedades antimicrobianas, tém
sido utilizadas para impedir a contaminagdo dos alimentos tanto de bactérias Gram-positivas
como Gram-negativas (Zhao et al., 2018).

O mecanismo de acdo ndo esta totalmente elucidado, mas pode estar relacionado com
a ligacao e a penetracdo das AgNPs na parede celular, devido a atracdo eletrostatica entre a
carga negativa das membranas celulares e a carga positiva das particulas e/ou ions Ag*
(Shahzad et al., 2019). Deste modo, as AgNPs inativam os grupos tidis da parede celular,
causando lise celular e liberacdo de ions potassio no citoplasma, tal como pode ser observado

na Figura 2.

Figura 2 - Possiveis mecanismos de a¢do antimicrobiana das AgNPs.
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Fonte: Adaptado de Zhao et al. (2018).

Em comparacdo com bactérias Gram-negativas, as bactérias Gram-positivas sdo mais
resistentes as AgNPs devido a presenca de uma camada espessa de peptidoglicano na parede
celular. Um exemplo, a S. aureus sendo uma bactéria Gram-positiva, possui uma camada de
peptidoglicano com aproximadamente 30 nm, que pode efetivamente impedir a entrada de NPs
(Tang; Zheng, 2018).
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2.4. Ocrajiru

A espécie Arrabidaea chica, pertence a familia Bignoniaceae, esta na relagdo nacional
de plantas medicinais de interesse ao SUS (Ministério da Salude, 2009), sua inclusdo na lista de
plantas medicinais de interesse do SUS significa que ela é reconhecida como potencial fonte de
medicamentos e tratamento acessiveis e eficazes para a populagéo, alinhada com a politica de
salde publica do Brasil. A inclusdo no rol de plantas medicinais de interesse ao SUS pode
facilitar o acesso da populacdo a produtos fitoterapicos baseados no crajiru, contribuindo para
a promocéo de saude e o tratamento de diversas condi¢cdes médicas. Dependendo da regido, a
A. chica é conhecida por diferentes nomes, sendo no Amazonas conhecido como crajiru, puca-
panga, coapiranga, chica ou cip6-cruz (Von Poser et al., 2000), o crajiru é uma erva medicinal
arbustiva e trepadeira, seus ramos sdo subtetragonos e suas folhas sdo compostas e trifoliadas,

de foliolos oblongo lanceoladas, conforme € observado na Figura 3.

Figura 3 - Folhas da espécie Arrabidaea chica (crajiru).

Fonte: autora (2022).

Os principais centros de distribuicdo geografico de Arrabidaea chica sdo o continente
africano (Von Poser et. al., 2000), destacando-se o Peru e Brasil Central, com prevaléncia na
regido Amazonica, incluindo regides de Cerrado e de Mata Atlantica (Pauletti et al., 2003).

A Arrabidaea chica é rica em flavonoides, que sdo compostos polifendlicos que fazem
parte de um grupo particular de metabélitos secundarios, que tem uma grande importancia nas
funcdes de crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra os ataques de
patdgenos (Marcucci et al., 2021).
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Chapman et al. (1927) foram os primeiros a estudar as folhas de Arrabidaea chica,
isolando dois pigmentos denominados carajurina (1) e carajurona (2). Segundo Zorn et al.
(2001), essas estruturas sdo as principais responsaveis por conferir a coloragdo avermelhada
caracteristica dos extratos vegetais desse vegetal. As 3-deoxiantocianidinas presentes na
espécie A. chica sao 6,7,3”,4’- tetrahidroxi-5-metoxi-flavilio (pigmento 1); 6,7,3’-trihidroxi-5-
dimetoxiflavilio (carajurona - pigmento 2), que foram isoladas das partes aéreas da espécie
juntamente com a ja descrita 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio (carajurina — pigmento 3)
(Figura 4) (Zorn et al., 2001; Silveira et al., 2021).

Figura 4 - Estruturas quimicas de antocianidinas encontradas no crajiru.

Pigmento 1 Pigmento 2 Pigmento 3

Fonte: Adaptado de Zorn et al. (2001)

Em termos de atividade biol6gica, as antocianinas provavelmente ndao atuam de forma
independente. Alguns trabalhos sugerem que a atividade € potencializada quando administrada
em misturas, onde antocianinas e outros componentes flavonoides, antocianinas e outros ndo-
flavonoides interagem juntos para poder prover a poténcia total (Lila, 2004).

Estudos apontam o alto poder antioxidante das antocianinas para combater doencas
metabdlicas e suas complicacdes (Harris et al., 2007; Tsuda et al., 2006; Zafra-Stone et al.,
2007). O poder antioxidante de antocianinas isoladas de mirtilo (Vaccinium corymbosum), bem
como a estabilidade frente a condi¢des adversas de pH, temperatura, luz, além do contato com
diferentes aditivos, foi demonstrada por Wang et al. (2010).

Na sequéncia, Takemura et al. (1993) isolou das folhas do crajiru os flavonoides
thevetiaflavona (5) (4’,7-diidroxi-5-metoxiflavona) e, posteriormente, carajuflavona (6)
(6,7,3°,4’-tetraidroxi-5-metoxiflavona) e luteolina (7) (Takemura et al., 1995). Barbosa et al.,
(2008) apresentaram o isolamento de 4’-hidroxi-3,7- dimetoxi-flavona (8) e vicenina-2 (9) e
Zorn et al. (2001) determinaram a presenca de acacetina (10). A substancia kaempferol (11)
também foi isolada das folhas de Arrabidaea chica (Barbosa et al., 2008), tais substancias estao

apresentadas na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica de flavonoides encontrados no crajiru.
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Fonte: Behrens et al. (2012).

O levantamento de metabdlitos secundarios presentes no extrato das folhas de A. chica
indicou a presenca de classes quimicas tais como agucares redutores, antraquinonas, esteroides,
triterpenoides, fendis, flavanois, flavonas, saponinas e taninos catéquicos (Carvalho et al.,
2022) e a presenca de compostos fendlicos, taninos, flavondis, antocianinas, acidos organicos
e acucares redutores, conforme investigado por Ribeiro et al. (2012). De Souza, Aradjo e Lopes
(2022) demonstraram adicionalmente a presenca de triterpenos, compostos fendlicos,
flavonoides, taninos e antocianinas nas folhas e flavonoides, taninos e antocianinas nos caules
da espécie.

A composic¢do fendlica do extrato etandlico antioxidante das folhas de Arrabidaea chica
foi determinada utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplado a ionizacdo por
electrospray, acoplado a espectrometria de massas sequencial (LC-ESI-MS/MS), identificando
as substancias: isoscutelareina, 6-hidroxiluteolina e hispidulina (Siraich et al., 2013).

Os estudos farmacoldgicos e biologicos de extratos e fracGes das folhas de A. chica ja
comprovaram diversas agdes, tais como antiedematogénica (Rocha et al., 2019); antimicrobiana
(Berla et al., 2020; Carvalho et al., 2022; Da Silva; Biesk, 2018; Ferreira et al., 2013; Fontes et
al., 2021; Paosen et al., 2017), antifangica (Trichophyton mentagrophytes) (Athithan et al.,
2020), analgésica contra osteoartrite (Vasconcelos et al., 2019) e anti-hepatotoxica (Souza,
2013).
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A quantificagdo conjunta dos flavonoides é complexa devido ao comportamento dos
heterosideos das respectivas agliconas e pela dificuldade de isolamento destas substancias de
outras classes de compostos fendlicos (Zuanazzi; Montanha, 2002). O teor de constituintes
presentes nas plantas também varia consideravelmente em funcao de fatores externos, como a
temperatura, umidade, luminosidade, nutrientes do solo, método de coleta, secagem e
transporte, parte da planta usada, bem como a época em que a planta é coletada, o que constitui
um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza
dos constituintes ativos ndo é constante durante o ano.

Dessa forma, cada um desses fatores pode influenciar diretamente a qualidade da
matéria prima vegetal, e consequentemente, o produto final e a eficacia dos medicamentos
fitoterapicos (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Simonetti; Sammy, 2021).

Estudos relacionando a estrutura-atividade de flavonoides sdo importantes no processo
de busca de novos agentes anti-inflamatdrios e esses estudos objetivam identificar os grupos
funcionais responsaveis pela acdo farmacoldgica e entender melhor como se dé a intera¢do do
flavonoide com o receptor, de forma a poder aperfeicoar a molécula original em termos de
atividade (Borghi; Luque, 2022).

Devido a sua solubilidade em &gua, as antocianinas ocorrem nos tecidos de plantas
dissolvidas no fluido da célula vegetal, que geralmente apresenta pH levemente baixo. Uma
caracteristica marcante das antocianinas esta no fato de que em solug¢fes aquosas apresentam
diferentes estruturas em funcdo do pH. As antocianinas sdo instaveis em solugdes com pH
neutro ou alcalino, e mesmo em solucGes com pH &cido a cor pode desaparecer gradualmente
quando a solucdo sofrer exposi¢do a luz (Nhamussua; Agostinho, 2021). Diante dos argumentos
apresentados torna-se importante o estudo e aplicabilidade das nanoparticulas mediada por

extrato aquoso de crajiru para avaliacdo do potencial antimicrobicida.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Obter dispersdes de nanoparticulas de prata através da sintese mediada por extratos

aquosos de crajiru em diferentes condicdes de sintese.

3.2.  Objetivos especificos
a) Obter os extratos aquosos de crajiru em diferentes condigdes de diluicéo;
b) Identificar a presenca de metabolitos secundarios presente no extrato aquoso de

crajiru através da andlise quimica qualitativa;
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c) Caracterizar o0s extratos vegetais pela espectroscopia eletronica UV-Vis;

d) Monitorar o progresso de sintese das nanoparticulas pela espectroscopia eletrénica
UV-Vis;

e) Investigar a influéncia de diferentes parametros (tempo de estabilizacdo, relacdo entre
quantidade de Ag* e extratos vegetais, temperatura e pH) na obtencdo de AgNPs pela
espectroscopia eletronica UV-Vis;

f) Determinar os diametros das nanoestruturas produzidas pela técnica de microscopia
eletronica de transmissédo (TEM);

g) Verificar o potencial microbicida dos materiais preparados mediante ensaios

microbioldgicos.

4, MATERIAIS
Para execucdo do presente trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos
(Tabela 1), produtos quimicos (Tabela 2) e microrganismos (Tabela 3).

Tabela 1 — Lista de equipamentos utilizados no presente estudo.

Equipamentos

Especificagéo Marca Modelo
Agitador magnético Cienlab CE-1540/A-15
Balanca analitica Shimadzu AUY220
Chapa aquecedora Cienlab CE-1540/A-15
Espectrofotdmetro UV-Vis BEL UVM-51
Espectrofotometro visivel Biospectro SP-22
Estufa bacteriologica Ethik 410-TD
Geladeira Continental RUCT270MUAI1BR
Microscopio eletrénico de Jeol JEM - 1400

transmissao

pHmetro Simpla pH140

Fonte: autora (2023).
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Tabela 2 — Lista de reagentes utilizados na producdo das AgNPs.

Reagentes

Nome
Folhas de crajiru
Acetato de cobre 1l (P.A)
Acido bérico 3% (P.A)
Acido oxalico 10% (P.A)
Acido acético glacial (P.A)
Acido sulftrico 0,01% (P.A)
Acido cloridrico 2% (P.A)
Acido nitrico 65% (P.A)
Acido tartarico (P.A)
Anidrido acético 0,1% (P.A)
Cloreto ferrico 2% (P.A)
Cloreto ferrico 3% (P.A)
Cloroférmio (P.A)
Diclorometano (P.A)
Eter etilico (P.A)
Etanol 75% (P.A)
Gelatina em Po
Hidréxido de amoénio (P.A)
Hidroxido de potéassio (P.A)
Hidroxido de sédio (P.A)
lodeto de potassio (P.A)
Nitrato de bismuto (P.A)

Nitrato de prata (P.A.)

Formula quimica
Cu (CH3COO0):
H3BOs

C2H204
CH>:COOH
H2SO4

HCI

HNO3

C4HeOs
C4HeO3

FeClz

FeClz

CHCls

CHCl;
(C2Hs).0

C-HsO

NH:OH
KOH
NaOH
KI
Bi(NO3)s

AgNOs3

Procedéncia
Itacoatiara/AM
Dinémica

ACS Cientifica
Dinamica
Bianquimica
LABITECH
ACS Cientifica
Vetec

Synth

Quimica moderna
Dinamica
Dinamica
Synth

Quimica Moderna
Dinamica
Dinamica

ACS Cientifica
Dinémica
Dinamica
Biotec
Diamica
Diémica

Laderquimica
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Fonte: autora (2023).

Tabela 3 — Lista de microrganismos utilizados no presente estudo.

Microrganismo Cddigo ATCC
Bacillus cereus 14579
Candida albicans 90028
Escherichia coli 25922
Salmonella sp. 14028
Staphylococcus aureus 25923

Fonte: autora (2023).

5. METODOLOGIA

5.1  Producéo do extrato aquoso de Crajiru

As folhas de crajiru foram adquiridas no comércio local da cidade de Itacoatiara — AM.
O primeiro passo foi a realizacdo do procedimento de higienizacao das folhas, de acordo com
as recomendacdes da Emater (2015), consistindo na lavagem em &gua corrente e secagem
durante 48 horas, com exposi¢éo ao sol.

Para infusdo de crajiru foram pesados 2 gramas das folhas secas em béquer e
adicionados 200 mL de agua destilada fervida a 90 °C, em seguida o béquer foi vedado com
parafilm. A mistura obtida foi mantida sob repouso até atingir a temperatura ambiente e
posteriormente foi filtrada com auxilio de aparato para filtracdo simples, sendo o extrato
armazenado em tubos Falcon e mantido na geladeira por até 5 dias e denominada de extrato

concentrado, conforme Figura 6.
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Figura 6 — a) Folhas de crajiru secas; b) Extrato em repouso; (c) Filtragdo do extrato; (d) Extrato concentrado
pronto para ser armazenado na geladeira.

5.2 Teste qualitativo para confirmacéo dos metabdlitos secundarios
A seguir serdo apresentadas as metodologias empregadas para determinacdo qualitativa
de alguns metabolitos secundarios presentes nos extratos aquosos de crajiru utilizando a

metodologia proposta por Matos (2009).

5.2.1. Flavonoides

O teste qualitativo para caracterizagdo de flavonoides procedeu da seguinte forma:

1°) Reacdo oxalo-bdrica (Reagdo de Taubouk): Foram retirados 8 mL da solucdo
aquoso e transferidos para um béquer, posteriormente foram adicionados a esse volume 3 mL
de solucéo de &cido bérico 3% (m/v) em etanol 75% (v/v) e 1 mL de solucédo de &cido oxalico
10% (m/v) em etanol 75% (v/v). A solucéo foi evaporada dentro de uma capsula de porcelana,
com o auxilio de um banho maria, até a secura e prolongou-se o aquecimento por mais 5
minutos. Apds o resfriamento da amostra foi adicionado 3 mL éter etilico, com auxilio de uma
pipeta Pasteur, posteriormente, a solucdo foi analisada em camara ultravioleta.

2°) Reagdo com hidrdxidos alcalinos: em um tubo de ensaio foi adicionado 1 mL do
extrato aquoso e a este extrato foram adicionados 9 mL &gua destilada. Foi separado 5 mL da
solugédo final em outro tubo de ensaio, e a ela foram adicionadas 25 gotas de solugdo de
hidréxido de sodio a 1 mol L. A presenca de flavonoides com hidroxilas fendlicas livres foi
indicada pelo aparecimento de coloragdo amarela na solucdo.
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3% Reacdo com cloreto férrico: Em um tubo de ensaio foram adicionados 1 mL do
extrato vegetal e 9 mL de &gua destilada, desta solucdo foi transferido 5 mL para um outro tubo.
E em um dos tubos foi adicionado uma gota de solucdo de cloreto férrico 2% (m/v), deixando

0 segundo tubo ao lado, sem a adicao de nenhum reagente.

5.2.2 Taninos

Para a identificagdo de taninos, foi solubilizada 20 mg de extrato em 2 mL de metanol,
em seguida adicionou-se 4 mL de &gua destilada e fez-se filtragdo utilizando funil e papel filtro.
Posteriormente, a amostra foi dividida em dois tubos de ensaio, sendo 3 mL em cada. A primeira
reacao consistiu em acrescentar cinco gotas de cloreto férrico a 20% ao primeiro tubo de ensaio.
Para a segunda reacdo, adicionou-se duas gotas de acido cloridrico aos extratos e em seguida
foram gotejadas algumas gotas de solucdo de albumina a 2% no segundo tubo.

5.2.3 Quinonas

O teste qualitativo para identificacdo de quinonas procedeu de duas formas distintas:

1°) Reacdo de Borntrager: Inicialmente 10 mg do extrato foi solubilizado em 0,5 mL
de metanol, em seguida acrescentou-se 1,5 mL de agua. Posteriormente, transferiu-se a solugédo
para um tubo de ensaio e adicionou-se 5 mL de cloroférmio. Agitou-se e durante 10 minutos a
amostra foi deixada em repouso. Apds o tempo de repouso, a parte cloroférmica foi retirada e
transferida para outro tubo de ensaio. Adicionou-se 1 mL de hidréxido de sodio a solugédo

aquosa.

2°) Reacdo de Borntrager direta
Pesou-se 0,2 g das folhas de crajiru secas e estas foram colocadas em tubo de ensaio e
foi adicionado 5 mL da solucdo de NaOH a 10%.

5.2.4 Saponinas

O extrato aquoso foi adicionado separadamente em tubos de ensaio, cerca de 2 mL em
cada tubo. Os extratos foram solubilizados com cloroférmio, passaram por filtracdo e foram
adicionados em cada um dos tubos de ensaio 2 mL de agua destilada. A mistura foi submetida

a agitacao manual por 3 minutos.



29

5.2.5 Terpenos
Foram separados trés tubos de ensaio, transferiu-se 2 mL do extrato para casa vidraria.
Em seguida, adicionou-se 1 mL da solucdo de anidrido acetico 0,1% (m/v), 1 mL de &cido
sulfurico 0,01% (v/v) e 3 mL de cloroférmio, sendo posteriormente levados para resfriar. Apds
a diminuicdo da temperatura foi adicionado ao meio mais 1 mL de anidrido acético e mais 1

mL de &cido sulfirico.

5.2.6 Alcaloides

Com auxilio de uma pipeta, coletou-se 2 mL do extrato aquoso e dilui-se com 100 mL
de agua destilada. Na sequéncia a solucdo foi acidificada com &cido cloridrico 2% (m/v). O
resultado foi observado pela visualizacdo da reacdo sob luz ultravioleta, esperou-se 2 minutos
e ao final adicionou-se 2 mL de cloroférmio e 3 gotas de reagente de Dragendorff. O resultado

foi observado pela visualizagéo da reacdo sob luz ultravioleta.

5.2.7 Naftoquinonas
Em um tubo de ensaio foi adicionado 5 mL do extrato, em seguida foi pipetado 2 mL

da solucdo de NH4OH, agitou-se a mistura e observou-se a separacéo de fases.

5.3 Producéo das dispers6es de nanoparticulas de prata (AgNPs)

Foram utilizados béqueres revestidos com papel aluminio com o intuito de minimizar a
fotoativacao do nitrato de prata com a luz (Azizi et al., 2017), utilizando um volume 50 mL de
solucéo de nitrato de prata (AgNOs) de 1x 10 mol L™,

Para os ensaios iniciais foram usadas trés diferentes diluicdes do extrato concentrado do
crajiru: 1:1 (2,5 mL de extrato + 2,5 mL de adgua destilada), 1:2 (1,67 mL de extrato + 3,33 mL
de dgua destilada) e 1:4 (1,0 mL de extrato + 4,0 mL de agua destilada). Foi pipetado 5 mL de
cada uma dessas trés diluices de extrato vegetal em 50 mL de solugéo de nitrato de prata, de
modo a totalizar sempre um volume de 55 mL de mistura reacional.

A etapa seguinte consistiu na sintese de AgNPs nas diferentes condicGes de diluicdo do
extrato de crajiru variando o pH do meio reacional em 5,0, 7,0 e 9,0. Para ajustar o meio
reacional ao valor de pH 5,0 foi utilizado uma solugéo de HNO3 0,01 mol L e para valores de
pH 7,0 e 9,0 utilizou-se uma solucio de NaOH 0,01 mol L. Os béqueres com as nanoparticulas
foram mantidos sob agitacdo constante por 24 horas. Os recipientes de reacdo foram deixados
a temperatura ambiente para o restante dos experimentos. Outros valores de temperatura (50

°C) também foram avaliados e seguiram 0 mesmo procedimento acima por 24 horas.
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5.4 Caracterizagdo das AgNPs

5.4.1 Formacao e estabilidade coloidal das AgNPs

Usou-se a espectroscopia eletrdnica UV-Vis para observar o progresso da formacao das
nanoparticulas de prata através do monitoramento da banda associada a ressonancia de plasmon
de superficie, localizada préximo a 400 nm (Noguez, 2007; Pinto et al., 2010) em intervalos de
tempo constantes (a cada hora nas primeiras 6 horas e depois a cada 24 horas desde o inicio da
reacao até atingir o tempo total de 21 dias). Os meios reacionais foram investigados nos pH 5,0,
7,0 e 9,0, assim como as temperaturas ambiente 25 °C e 50 °C para as condi¢Ges de concentracao
de extrato vegetal e pH que apresentaram maiores intensidades da banda RPS e estabilidade

dos coloides obtidos.

5.4.2. Tamanho e forma das AgNPs

A andlise das imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) foram
registradas em um microscépio JEOL modelo JEM 1400 operado a 120 kV. As amostras foram
previamente diluidas em &gua deionizada e colocadas em grades de cobre (Cu) cobertas com

carbono e deixadas a temperatura ambiente por 1 hora.

5.4.3. Atividade microbiol6gica das AgNPs

5.4.3.1. Ensaios de halo de inibicdo (antibiograma)

As cepas liofilizadas foram reativadas de acordo com as condi¢BGes de crescimento
descritas na Tabela 4. Um in6culo de cada microrganismo estudado foi preparado, ajustando-

se a leitura da densidade dptica em 620 nm para 0,08 - 0,10 (1x10® células/mL).

Tabela 4 — Cepas microbianas e condicfes de crescimento.

Cepa Meio de cultura Condigdes de incubacgéo

(sélido/liquido)

B. cereus Agar e caldo TSB Aerobiose a 37 °C

C. albicans Agar e caldo Sabouraud Aerobiose a 37 °C
Dextrose

E. coli Agar e caldo TSB Aerobiose a 37 °C

Salmonella sp. Agar e caldo TSB Aerobiose a 37 °C

S. aureus Agar e caldo TSB Aerobiose a 37 °C
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TSB: triptona de soja.
Fonte: autora (2023).

O teste de halo de inibicéo foi realizado atraves da técnica de disco, a qual consiste na
utilizacdo de discos blank estéreis. Apos o meio de cultura agar ser esterilizado e resfriado a
cerca de 50 °C foram distribuidos 25 mL em placas de Petri de 25 x 150 mm esterilizadas.

A camada seed foi obtida colocando-se em um tubo 12,5 mL de meio de cultura
adequado para cada microrganismos esterilizado e resfriado a 50 °C, ao qual foi incorporado
2,5 mL de meio de liquido adequado para micro organismo, com o inoculo ja preparado.
Imediatamente a camada seed foi vertida sobre a camada base.

A seguir, os discos foram umedecidos com 100 pL dos extratos a serem testados, alem
do controle positivo (amoxicilina 10 mg) e o controle negativo (extrato aquoso). Em seguida as

placas de Petri foram incubadas a 36 °C por 24 horas.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Teste qualitativo para identificacdo de metabdlitos secundarios

Em cada planta os compostos do metabolismo secundario sao diferentes, representando
assim uma caracteristica, uma impressao digital (fingerprint) quimica pertinente a cada planta.
O padréo de substancias ativas varia de acordo com a origem, a época da colheita e condi¢des
de conservacdo (Silveira et al., 2021). Entre os principais metabolitos secundéarios ou
substancias vegetais ativas encontram-se os alcaloides, glicosideos cardiotdnicos, saponinas,
flavonoides, antraderivados, cumarinas, 6leos essenciais e quinonas, entre outros (Ribeiro,
2011).

Um estudo realizado por Barbosa et al. (2008), por meio da prospecc¢édo fitoquimica,
permitiu analisar que dentre as principais classes de metabolitos secundarios presente no extrato
de Arrabidaea chica se encontravam flavonois, antocianidinas, taninos, esteroides e entre
outros compostos de interesse farmacoldgico, o que torna esta espécie muito importante para o
estudo quimico de diferentes atividades bioldgicas.

O extrato aquoso de A. chica apresentou coloracdo avermelhada, sendo que isto ocorre
em virtude do teor de metabdlitos secundarios presentes na espécie. Devido a quantidade de
substancias presentes no extrato do crajiru realizou-se o teste qualitativo visando caracterizar

0S seus principais constituintes quimicos, mostrados nas Figuras 7-13, e resumidos na Tabela
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5, onde na Figura 7B é exibida a mudanca de coloracao, confirmando a presenca de flavonoides

nesse extrato.

Figura 7 — Reagdo qualitativa para identificacdo de flavonoides através da reagdo oxalo-bdrica: A) extrato
aquoso de crajiru, B) extrato aquoso de crajiru através do UV.

A)
Fonte: autora (2023).

As quinonas presentes no extrato de crajiru foram pouco evidenciadas até o presente,
no que tange o estudo da relacéo entre estrutura e atividade farmacologica em virtude do alto
teor de antocianidinas presentes na espécie, deixando as quinonas pouco exploradas (Resende
etal., 2013). Um estudo realizado por Resende et al. (2017) evidenciou que as quinonas podem
apresentar diferentes atividades bioldgicas relacionada com a estrutura quimica, assim foi
possivel notar que os radicais metil presente na estrutura da quinona isolada oriunda do extrato
de Arrabidaea brachypoda sdo capazes de se ligar covalentemente ao DNA e atuar como
alquilante de DNA-reativo.

Na Figura 8A foi possivel observar a mudanca de coloracdo laranja e apds agitacdo do
tubo a parte alcalina apresentou uma cor avermelhada, confirmando a presenca de
antraquinonas no extrato de crajiru. Na Figura 8B foi observado uma coloragédo rosea-vermelho,

apontando uma reacao positiva para antraquinonas.

Figura 8 — Reagéo qualitativa para identificacdo de antraquinonas: A) extrato aquoso B) folhas.

A)
Fonte: autora (2023).
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No teste utilizando a gelatina (Figura 9A) observou-se a formacéo de um precipitado de
coloragéo turva. Isto acontece pelo fato de que os taninos, ao reagirem com a gelatina,
mimetizam o processo bioldgico que os taninos realizam durante o processo de cicatrizacao,
pois estes compostos sdo capazes de realizar a precipitacdo de proteinas através de ligacdo de
hidrogénio localizados entre os grupos hidroxilas presentes na estrutura dos taninos e dos
grupos amida presentes na gelatina (Yi et al., 2006).

Os taninos também foram identificados na reagdo para cloreto férrico e acetato de cobre
(1), pois a precipitacdo por sal inorganico € um dos indicativos para esta classe de metabdlitos
em extratos aquosos e etanoicos (Shriner et al., 2003), na Figura 9B observa-se a mudanca de

coloragéo para uma tonalidade esverdeada, confirmando a presenca de tanino condensado.

Figura 9 — Reacdo qualitativa para identificagdo de: A) Tanino (Gelatina); B) Tanino condensado (FeCls)

Fonte: autora (2023).

Na Figura 10A foi observado a formacdo de precipitado de cor avermelhada,
confirmando a presenca de alcaloides no extrato. Os alcaloides vém sendo estudado desde muito
tempo em virtude de suas diferentes atividades bioldgicas (Carvalho et al., 2022). Como

indicativo da presenca de taninos observa-se a formacao de precipitado escuro na Figura 10B.

Figura 10 — Reacéo qualitativa para identificagdo de: A) Alcaloides; B) Taninos condensados (acetato de cobre

().

Fonte: autora (2023).
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Por meio da reacdo oxalo-bdrica foi possivel observar a presenca de flavonoides em
virtude da formacdo de uma coloracdo amarelo esverdeada (Figura 11A) devido a atividade
quimica do reagente utilizado na reacdo que tende a se associar com 0s grupamentos fenolicos
e carbonilicos da estrutura do flavonoide (Costa, 2000). O teste qualitativo para identificacdo
de saponinas também foi analisado nos testes realizados por Alcerito et al. (2002), Mafioleti
(2013) e Da Rocha et al. (2017), onde os extratos apresentaram uma formacédo de espuma,

confirmando a presenca de saponinas no extrato, conforme Figura 11B.

Figura 11 — Reacdo qualitativa para identificacdo de: A) Flavonoide (FeCls); B) Saponinas.

Fonte: autora (2023).

A presenca de uma solucéo bifasica e de coloracéo esverdeada é o indicativo da presenca
de terpenos (Figura 12A). Os terpenos tém demonstrado alta capacidade de inibir o crescimento
microbiano (Thakur; Singh; Khedkar, 2020). A reacdo utilizando hidréxido alcalino permitiu
analisar a presenca de flavonas em ambos os extratos por conta da formagdo de um meio
reacional de coloracdo amarelada conforme indicado na Figura 12B, o que indica que este

extrato possui flavonas com hidroxila fendlica livre.

Figura 12 — Reacéo qualitativa para identificagdo de: G) Terpenos; H) Flavonoides com hidroxila livre.

A)
Fonte: autora (2023).
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Também foram encontrados no extrato aquoso de crajiru a presenca de naftoquinonas,
e estes também foram descritos na literatura no que tange a sua composi¢édo quimica e diferentes
atividades bioldgicas (Takemura et al., 1995). As naftoquinonas, apresentam uma ampla
variedade de atividades biologicas, tais como antibacteriana (Park et al., 2005) e anti-
inflamatoria (De Almeida et al., 1990), entre outras.

A reacdo com hidroxido de aménio (NH4OH) permitiu analisar a presenca de
naftoquinonas no extrato por conta da formacdo de fases e a coloracdo avermelhada, o que

indica que este extrato possui naftoquinonas, conforme Figura 13A.

Figura 13 — Reacdo qualitativa para identificacdo de: 1) Naftoquinona.

|A) |
Fonte: autora (2023).

O resultado da identificacdo dos metabdlitos secundarios presente na Tabela 5 corrobora
com os resultados obtidos por Dos Santos et al. (2013) que identificaram no extrato bruto das
folhas de A. chicaa presenca de cumarinas, saponinas, alcaloides, flavonoides, taninos e
compostos fenolicos.

Tabela 5 — Identificacdo dos metabolitos secundarios encontrados nos extratos aquosos de crajiru.

Classe de Metabolito Extrato aquoso

Flavonoides +
Taninos
Quinonas
Saponinas

Terpenos

+ + + + 4+

Alcaloides

-+

Naftoquinonas

Fonte: autora (2023).
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Pode-se afirmar que a classe de flavonoides presentes no extrato aquoso do crajiru séo
os flavondis que foram capazes de apresentar fluorescéncia (Costa, 2000). O mecanismo de

interacdo molecular do flavonoide com o oxalo-borico € apresentado na Figura 14.

Figura 14 — Reacgdo oxalo-bérica como método para indicar a presenca de flavonoides do tipo flavonais.

Acido Borico

\ +

Acucar Acido Oxalalico

Fonte: adaptado de Costa (2000).

De Souza et al. (2022), ao realizarem os testes de caracterizagdo quimica do extrato de
crajiru, constataram que a espécie contém entre seus metabdlitos secundarios flavonoides,
antocianidinas e flavonas, metabdlitos esses que apresentam grande atividades antileishmania
(Rocha et al., 2018; Silva-Silva et al., 2021).

Além de flavonoides, outros metaboélitos foram encontrados tais como flavonoides,
antocianidinas, terpenos e chalconas. Uma mesma classe de metabdlitos secundarios pode
variar em virtude de diversos fatores, como latitude, precipitacdo pluviométrica,
guimiotaxonomia, género, parte da planta coleta, sazonalidade, entre outros (Gobbo-Neto;
Lopes, 2007).

6.2 Caracterizagdo do extrato aquoso do crajiru pela espectroscopia UV-Vis

A eficiéncia de extracdo e influenciada pela técnica de extracao, propriedades da matriz
dos componentes da planta, solvente de extracdo, temperatura, presséo e tempo (Drosou et al.,
2015). Com isso fez-se necessario o processo de monitoramento através da espectroscopia
eletrénica UV-Vis para o extrato aquoso de crajiru na intencéo de averiguar a sua estabilidade
e otimizagdo da temperatura para a producgéo do extrato.

O espectro mostrado na Figura 15 é relacionado ao extrato aquoso do crajiru em 90 °C
que exibe quatro bandas, duas bandas moderadas nas faixas de 330 nm e 480 nm, e as duas
mais intensas entre 200 nm e 280 nm, com maxima de absorcdo préximo a 200 nm. Apos o
monitoramento no UV-Vis constatou-se que o extrato puro de crajiru poderia ser usado por até

cinco dias desde o0 seu preparo, uma vez observada a reducdo de 16 % na intensidade da banda
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entre 200 e 220 nm nesse intervalo de tempo, os valores de absorbancia sofrem uma queda de
2,2 para 2,1 u.a entre as faixas de 200 nm e 220 nm.

Figura 15 — Espectros eletrénicos UV-Vis do extrato de crajiru em fungdo do tempo de preparo.
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Fonte: autora (2023).

Ainda de acordo com a Figura 15, nota-se um deslocamento batocrémico apds 24 horas
na regido de 200 nm para 220 nm. Segundo a literatura, esse comportamento é um indicativo
de degradacdo de metabolitos secundarios presentes em extratos vegetais, 0 que pode ser
causado por diversos fatores, como luz, exposi¢do ao oxigénio, tempo e temperatura (Chaves
et al., 2020; Nistor et al., 2022). Para a sintese de AgNPs foram utilizados os extratos aquosos
de crajiru até 5 dias (120 horas) apds o preparo, 0 extrato apresentou coloracdo avermelha, que
€ uma caracteristica tipica de presenca de antocianinas.

Nos resultados apresentados na Figura 15 observa-se a presenca de antocianinas no
extrato de crajiru. As antocianinas, quando na forma de cation flavilico, mostram uma
absorbancia intensa na regido do visivel compreendida entre 0os comprimentos de onda de 465
a 530 nm (Albarici; Pessoa; Forim, 2006). Notou-se que em tempos maiores de armazenamento
0 extrato mudou sua coloracéo e tem sido reportado que a alteracdo de pH, estresse térmico,
presenca de oxigénio e tempo de estocagem sdo fatores que aceleram a degradacdo das
antocianinas, sendo assim, inviabilizando o seu uso por longos periodos de tempo (Frank et al.,
2012; Lee; Cho, 2012).

Observa-se que com o passar dos dias existe uma diminuicdo na absorbancia nas bandas

situadas entre os comprimentos de onda de 200 a 220 nm, sendo que isso pode estar relacionado
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a degradacdo dos metabolitos secundarios presente no extrato, uma vez que os flavonoides ndo
possuem um tempo de vida muito longo. Ademais, quando sdo submetidos a temperatura de
extracdo maiores do que 80 °C apresentam um tempo de meia-vida curto e as temperaturas
muito elevadas geram a degradacdo térmica das antocianinas, deixando-as mais instaveis
(Garzon; Wrolstad, 2002; Huarancca-Huarcaya et al., 2022).

Na Figura 15 percebe-se uma banda larga com méaximo proximo a 330 nm, sinal
caracteristico da classe dos flavondis (Silveira et al., 2021). Harborne (1998) menciona que as
naftoquinonas tém de trés a quatro maximos de absorbancia em seu espectro, sendo um ou dois
abaixo de 300 nm, outro entre 320 e 340 nm e outra acima de 400 nm, o que indica a presenga
de naftoguinonas neste extrato.

E perceptivel uma queda na absorbancia do sinal entre os comprimentos de onda de 465
nm e 530 nm com o passar do tempo desde a producdo do extrato vegetal, relacionados a
degradacdo das antocianinas, sendo que o estresse térmico, alteracdes de pH, presenca de
oxigénio e tempo de estocagem tém sido reportados como fatores que aceleram a degradacao
das antocianinas (Frank et al., 2012; Lee; Cho, 2012).

Entre os comprimentos de onda de 400 nm a 500 nm tem-se uma absorbancia maxima
em 480 nm, caracteristica de presenca de carajurina (Servat, 2015). No estudo de Servat (2015)
foi abordado o uso do crajiru em formulacgdes e fez-se o monitoramento quimico do extrato de
A. chica realizado por LC-DAD. Previamente a analise, eliminaram-se as clorofilas e acidos
graxos utilizando cartucho C-18. Nas condicdes de analise, as trés deoxiantocianidinas foram
observadas respectivamente nos tempos de retencdo TR=5,8 minutos (6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-
metoxiflavilio), TR=7,9 minutos (6,7,4’-trihidoxi-5-metoxiflavilio) e TR=15,8 minutos (6,7-
dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio carajurina) detectados no UV-Vis em 470 nm.

O uso da temperatura como um fator que aumenta a extracdo de metabolitos
secundarios, em especial os flavonoides, tém sido amplamente descritos na literatura. O
rendimento da extracdo tende a aumentar gradualmente com o aumento da temperatura,
indicando maior quantidade de metabdlitos secundarios (Mariot; Barbieri, 2007; Silva; Da
Cunha, 2021), conforme Figura 16.
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Figura 16 — Espectros eletronicos UV-Vis relacionados ao acompanhamento da temperatura de extragdo 70 °C e

90 °C.
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Fonte: autora (2023).

Conforme exibido na Figura 16, comparando-se a varia¢ao de absorbancia entre tempo
zero e cinco dias em cada temperatura de preparo dos extratos aquosos, observa-se que na
temperatura de 70 °C houve uma queda de 0,21 para 0,16 (24%) dos metabolitos que estdo no
extrato, enquanto na temperatura de 90 °C houve uma queda de 0,44 para 0,34 (23%). Apesar
de ter sido usado uma temperatura perto do limite de degradacdo das antocianinas, 0S
metabolitos secundarios que geram sinal em 480 nm ndo foram afetados significativamente pela
degradacdo térmica.

Ainda na Figura 16 observa-se que a temperatura de extracdo é um fator importante para
a extracdo de maiores quantidades de metabolitos secundarios. Quando se observa a banda de
480 nm fica claro como a diferenca de temperatura pode influenciar na extracdo dos metabolitos
secundarios. Com uma temperatura mais elevada observou-se maiores valores de absorbancia ,
ou seja, a possibilidade de mais antioxidantes no meio, sendo que esse efeito protetor das
antocianinas tem sido relacionado ao seu poder antioxidante, pois 0os compostos fendlicos,
incluindo as antocianinas, possuem a capacidade de doar hidrogénios ou elétrons aos radicais
(Pinto et al., 2010).

Quando comparados os testes iniciais de producdo de nanoparticulas com extratos
preparados a temperaturas abaixo de 90°C, percebe-se a formacdo de um numero menor de
AgNPs e de menor estabilidade coloidal. Uma visualizagdo mais clara sobre a absorbancia
méaxima da banda em 480 nm, em funcdo da temperatura de preparo do extrato aquoso de

crajiru, e do tempo decorrido de seu preparo, pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17 — Absorbancia maxima em diferentes temperaturas de extracdo (70 °C e 90 °C) na regido de 480 nm
em fungdo do tempo.
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Contudo, é necessario que a temperatura para a producao do extrato ndo ultrapasse 0s
90 °C, ja que o aquecimento é um dos fatores que acelera a degradacdo das antocianinas,
conforme observado na Figura 16 e Figura 17, onde foi monitorado as temperaturas de 70 °C e

90 °C, foi possivel observar um melhor desempenho na temperatura de 90 °C.

6.3 Sintese de nanoparticulas

Para a realizacdo da sintese das AgNPs foi feita a andlise do extrato de crajiru
concentrado através da espectroscopia eletrbnica UV-Vis para averiguacdo da posicao e da
guantidade de sinais presentes em seu espectro. Nessa varredura foram localizadas trés bandas,

sendo duas bandas intensas na faixa de 200 nm a 300 nm, conforme Figura 18.
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Figura 18 — Espectros eletronicos UV-Vis do meio reacional em pH 5,0 (linha preta), pH 7,0 (linha vermelha) e
pH 9,0 (linha verde) utilizando o extrato concentrado de crajiru.
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Nota-se na Figura 18, que em meio &cido (caracteristica original do extrato) e em meio
neutro o extrato comporta-se de maneira muito similar, porém, em meio alcalino alguns picos
desaparecem. As estruturas das antocianinas, quando em soluc¢des aquosas, encontram-se em
diferentes equilibrios quimicos, com variadas estruturas e sua predominancia é determinada
pelo pH do meio (Ribeiro et al, 2022). Ao analisar as estruturas em meios &cidos, neutros e
alcalinos, ocorre uma mudanca na posi¢do dos grupos hidroxilas nos anéis A e B com 0 aumento
do pH, portanto, o pH pode afetar a estabilidade das antocianinas.

A primeira banda detectada apresenta um valor maximo de absorcdo na faixa de 200
nm, referente a transi¢Ges eletronicas entre orbitais moleculares 1 — n* associados ao sistema
ressonante dos aneis aromaticos. A segunda banda, com 0 maximo de absorbancia de 280 nm,
corresponde a transi¢des eletronicas ente orbitais moleculares n — n* de carbonilas, no qual
pares de elétrons ndo ligantes (n) do heteroatomo sdo promovidos para orbitais 7* (Pavia et al.,
2010).

6.4 Sintese de AgNPs em diferentes concentracfes de extrato de crajiru

O teste inicial para producdo das AgNPs foi realizado em pH 9,0. A primeira mudanca
identificada nos meios reacionais nas condigOes de diluicdo do extrato vegetal foi a mudanca
de coloragdo com o progresso da reacdo. Com o decorrer do tempo tornou-se castanho claro,

como apresentado na Figura 19.
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Figura 19 — Imagens do meio de reacdo de produgdo das AgNPs em pH 9,0 nas diferentes condicGes de extrato

de crajiru ap6s 1 hora (A) de reagéo e 1 dia (0) de reagdo: a) condigdo 1:1; b) condicdo 1:2; ¢) condigdo 1:4.

Fonte: autora (2023).

Essa mudanca de coloracdo é associada a formacao de um sistema nanoparticulado, uma
vez que as dispersdes de nanoparticulas de prata exibem como caracteristica cores do amarelo
ao castanho claro referente a ressonancia de plasmon de superficie (RPS) da prata
nanoparticulada (Rolim et al., 2019).

Observou-se a definicdo na banda de conducédo de RPS préximo da faixa entre 380-450
nm (Kobylinska et al., 2020), caracteristico das nanoparticulas de prata. No entanto, houve
alteracdo na coloragédo do sistema e aumento nos valores de absorbancia, indicando a formacao

de NPs, conforme Figura 20.

Figura 20 — Acompanhamento por 21 dias no espectro eletronico UV-Vis dos meios de reacdo em pH 9,0 para a

formacédo das AgNPs na condicdo 1:1 de diluicdo do extrato de crajiru.
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Fonte: autora (2023).

E possivel observar um aumento no maximo de absorcdo na banda proximo da faixa de
280 nm, possivelmente devido a oxidacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato de
crajiru para a formacéo de grupos carbonilas (C=0), as estruturas que exibem as transi¢oes
eletronicas entre orbitais moleculares n—z* (Pavia et al., 2010) nessa regidao de comprimento
de onda. O aumento de intensidade da banda em 280 nm pode ocorrer de forma proporcional a
oxidagdo dos flavonoides (formando carbonilas), ou seja, quanto mais carbonilas forem
formadas, maior serd a intensidade da banda.

Na Figura 21 € observa-se o0 surgimento da banda RPS das AgNPs na faixa de 380-450
nm apds uma hora de reacdo, com a absorbancia maxima registrada em 430 nm. A banda RPS
da condigéo 1:2 apresentou uma banda mais estreita que a condi¢do 1:1, indicando a formagéo

de AgNPs mais uniformes e estaveis (Mosaviniya et al., 2019).

Figura 21 — Acompanhamento por 21 dias no espectro eletrdnico UV-Vis dos meios de reacdo em pH 9,0 para a
formacdo das AgNPs em diferentes tempos de reacdo, na condicéo 1:2 de diluicdo do extrato de crajiru.
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Assim como a condicdo 1:1 (Figura 20), na condi¢do 1:2 (Figura 21) observa-se o
surgimento da banda RPS das AgNPs na faixa de 380-450 nm apds uma hora de reagdo, com a

absorbancia maxima registrada em torno de 430 nm. Com o surgimento da banda RPS houve
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também o aumento no maximo de absor¢do do sinal proximo da faixa de 280 nm, associado a
oxidacdo dos compostos fendlicos encontrados no extrato de crajiru formando grupos
carbonilas que exibem transi¢des eletrénicas entre orbitais moleculares n—n* nessa faixa de
comprimento de onda. Apesar da condi¢do 1:1 e 1:2 apresentarem intensidade e forma das
bandas simulares, o que as difere € a estabilidade que cada uma apresentou ao decorrer do
acompanhamento de 21 dias.

Em comparacdo as trés condicOes, a concentracdo onde teve menos formacdo de
nanoparticulas na banda RPS foi a condicdo de diluicdo 1:4 do extrato vegetal, conforme
exibido na Figura 22. Isso pode estar relacionado a menor quantidade de metabdlitos

secundarios presente no meio para transformar a Ag* em Ag°.

Figura 22 — Espectros eletrdnicos UV-Vis dos meios de reacdo em pH 9,0 para a formacao das AgNPs em
diferentes tempos de reacdo na condigéo 1:4 de diluicdo do extrato de crajiru.
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Nota-se um efeito batocromico que ocorre com 0 maximo da banda RPS durante os 21
dias de acompanhamento. Observa-se que 0 maximo esta se deslocando para maiores
comprimentos de onda, indicando que as NPs estdo ficando possivelmente maiores com o
progresso da reacdo. Esse efeito € mais visivel nas condigdes 1:2 e 1:4 porque a quantidade de
AgNPs formadas nessas 2 condi¢fes aumenta com o passar do tempo, 0 que ndo acontece com
a 1:1 durante todo o periodo de 21 dias.

Na Figura 23 é disposto o grafico com os dados de absorbancia em funcdo do tempo
para diferentes diluicbes de extrato de crajiru, percebe-se que é uma reacdo instantanea,
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contudo, apresenta lentiddo no progresso da reacdo. Nota-se que duas das condicoes
investigadas apresentaram aumentos nos seus valores de absorbancia com o tempo, mesmo em
tempos reacionais longos.

Para a condicdo com elevada concentracdo de metabdlitos secundarios (condicdo 1:1)
foi observado nas primeiras 24 horas de monitoramento, valores de absorbancia superiores as
condicBes mais diluidas (condicBes 1:2 e 1:4), associados a presenca de maiores concentracdes
de metabdlitos secundarios, de modo a favorecer uma maior taxa de formacdo de
nanoestruturas. A partir de 72 horas de reacdo, a formacdo de AgNPs em funcdo do tempo
diminui para a condi¢do 1:1, assim foram observados menores valores de absorbancia em
relacdo as condi¢des mais diluidas, ou seja, houve a producdo de menores parcelas de AgNPs

com o progresso da reacéo.

Figura 23 — Absorbancia méxima da banda RPS (430 nm) dos meios de reagdo em pH 9,0 em diferentes
diluicbes de extrato de crajiru em fungéo do tempo.
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Fonte: autora (2023).

Estes resultados diferem de estudos publicados, como por exemplo o trabalho Kalaki,
Safaeijavan e Faraji (2018) que, ao investigar a sintese de AgNPs mediada por extratos de
horteld-silvestre (Mentha longifolia L.), obtiveram um maior rendimento de nanoparticulas com
diferentes tamanhos ao utilizar maiores concentracGes de extrato vegetal em diferentes tempos
reacionais.

Uma possivel explicacdo para esse fendbmeno esta na caracteristica composicional do
extrato de crajiru. Nele, os principais metabolitos secundarios encontrados sdo flavonoides,
principalmente as antocianinas (6,7,3°,4’-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilio, 6,7,3’-trihidroxi-5-

dimetoxiflavilio e 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio em maiores concentragdes). Dessa
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forma, vislumbra-se a existéncia de uma competicdo entre o efeito quelante e a reducdo dos
fons prata quando a concentragdo de metabdlitos secundarios do extrato de crajiru € alta,
prejudicando a estabilidade do sistema nanoparticulado. Abaixo estdo ilustrados os possiveis

sitios quelantes de flavonoides encontrados no extrato de crajiru com ions metalicos.

Figura 24 — Estrutura quimica representativa dos flavonoides e os seus sitios quelantes (A = ion metalico) ao

lado das estruturas quimicas do extrato de crajiru.

Carajurona Carajurina

o
O\A/O\A/
Fonte: Adaptado de Zorn et al. (2001).

Nota-se que os valores de absorbancia para as condi¢Ges mais diluidas (condicdo 1:2 e
1:4 do extrato de crajiru), a produgdo de AgNPs € inferior no apenas no inicio da sintese, com
0 progresso da reacdo a taxa de formacdo das nanoestruturas é crescente e a condicdo 1:2
apresentando uma maior progressdo. Os resultados demonstram que condic¢des intermediarias
de extrato de crajiru proporciona maior formacao de AgNPs para tempos reacionais acima de 3
dias. Nessa perspectiva, as condigdes 1:2 e 1:4 apresentam-se adequadas para investigar 0s

parametros de reacdo subsequentes.

6.5 Sintese de AgNPs em valores diferentes de pH

O pH é um parametro fisico-quimico importante na producdo de nanoestruturas, uma
vez que a acidez ou basicidade do meio reacional pode afetar o tamanho e forma das particulas
produzidas (Fernando; Zhou, 2019). A Figura 25 exibe as imagens da condicdo 1:2 de diluicdo
do extrato de crajiru nos diferentes valores de pH para 0 mesmo tempo de sintese (1 dia).

E possivel notar a diferenca de coloracéo de acordo com os valores de pH adotados em
cada uma das reacg0es. Para os valores de pH 7,0 (Figura 25B) e 9,0 (Figura 25C) observa-se
uma cor mais intensa e proximo do castanho claro, indicando a formagdo de AgNPs
(Mohaghegh et al., 2020). Para o pH de reacdo 5,0 (Figura 25A) a alteracdo da coloragéo do
meio reacional é notada de forma menos intensa, podendo ser o indicativo da presenca de

menores quantidades de nanoparticulas formadas (Velu et al., 2017).
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Figura 25 — Imagens do meio de rea¢do em diferentes valores de pH apds 1 dia de reagcdo empregando a
condicdo 1:2 de diluicdo extrato de crajiru: a) pH =5,0; b) pH =7,0; ¢) pH =9,0.

Fonte: autora (2023).

Na Figura 26 sdo apresentados os espectros UV-Vis dos meios de reacdo para a
producdo de AgNPs em pHs 5,0, 7,0 e 9,0. Na Figura 26A, nota-se que as condi¢des de sintese
em pH 5,0 ndo favorece a formacdo de nanoparticulas, esta conclusdo é evidenciada pela
auséncia de um sinal definido proximo a regido de 400 nm, caracteristico da banda RPS
(Alzahrani, 2020). Na Figura 26B, que apresenta 0 meio reacional ajustado para pH 7,0,
identificou-se a formacéo da banda RPS com baixa defini¢do na regido de comprimento de onda
entre 380-450 nm, referente a formacdo de AgNPs, apds 1 dia de monitoramento do progresso
da reacéo.

Figura 26 — Espectros UV-Vis dos meios reacionais para a condi¢do 1:2 de diluicdo do extrato em diferentes
pHs: A) pH 5,0; B) pH 7,0; C) pH 9,0.
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No meio reacional de pH 9,0 (Figura 26C) foi possivel identificar claramente uma
formacd@o maior de nanoparticulas na banda RPS ap06s o 1 dia de sintese das AgNPs. Dentre as
condicdes estudadas nos diferentes meios reacionais, a partir das leituras dos valores maximos
de absorbancia, observou-se uma maior quantidade de nanoparticulas formadas utilizando pH
9,0, confirmando estudo feito por Guimarées et al. (2020) sobre a obtencdo de AgNPs mediadas
por extrato de folha de juazeiro (Ziziphus joazeiro) e por Santos et al. (2023) na obtencédo de

AgNPs mediadas por extratos aquosos de tucuma (Astrocaryum aculeatum).
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Na Figura 27 séo apresentados os dados de absorbancia méxima em fungdo do tempo
para 0s meios acido (pH 5,0), neutro (pH 7,0) e alcalino (pH 9,0). Ap6s o primeiro dia de
sintese, foi observado a baixa formacdo de AgNPs nos meios acido e neutro. Em contrapartida,
houve uma elevada formacdo de AgNPs no meio alcalino, formando bandas mais estreitas,
atingindo absorbéancia maxima de 1,6 u.a. apos sete dias. Esse estreitamento da banda RPS
sugere nucleacdo e a formacao de nanoparticulas de formato esferoidais e de tamanhos menores
(Liu et al., 2018; Yusuf et al., 2020).

Figura 27 — Absorbancia maxima da banda RPS em 430 nm e pHs diferentes em fungéo do tempo para a
condicdo 1:2 de dilui¢do do extrato de crajiru: A) pH 5,0; B) pH 7,0; C) pH 9,0.
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Fonte: autora (2023).

Segundo Rodriguez et al. (2017), a sensibilidade da sintese das nanoparticulas de prata
ao pH se deve a velocidade com que os metabdlitos secundarios redutores liberam ions H* dos
grupos -OH e dos elétrons que reduzem os ions prata ao seu estado metalico. Quando se tem
uma condicdo com um pH alto, a concentracdo de ions H* na solugdo é baixa e a quebra da
ligacdo O-H ¢ facilitada, causando rapida dissociacdo e subsequente reducdo de grande
quantidade de ions prata, levando & formagdo de varios nucleos. Como resultado, a
concentracdo de a&tomos metalicos reduzidos aumenta e ocorre o crescimento acelerado dos
nacleos para formar nanoestruturas.

Em meio neutro, a taxa na qual os metabolitos se dissociam € menor, assim como o
namero de nucleos formadas. Em pH baixo, a concentracdo de ions H* na solugcdo é maior,
causando uma dissociacdo ainda menor dos metabdlitos secundarios redutores presentes no

extrato, acarretando em uma baixa formacédo de AgNPs.
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Conforme monitoramento obtido através de espectroscopia UV-Vis para 0s meios de
reacdo neutro e alcalino indicam que o pH influencia de forma direta na reatividade dos
metabolitos secundarios encontradas no extrato de crajiru. Isso se deve porque as antocianinas,
que € uma das principais espécies presentes nesse extrato vegetal, possui alta capacidade
antioxidante, e apresentam diferentes estabilidades quimicas em meios basicos (Jiang et al.,
2019).

As antocianinas possuem estruturas complexas e o grau de complexidade € maior em
meios aquosos por encontrarem-se em diferentes equilibrios quimicos dependendo do pH do
meio reacional (Freitas, 2019). Os equilibrios encontrados para as antocianinas em funcéo do
pH estdo descritos na Figura 28 Embora a estabilidade mude, a velocidade limitante da reacéo

esta associada com a retirada do H* dos grupos -OH que é favorecido em meio basico.

Figura 28 — Representacdo das estruturas das antocianinas encontradas em funcéo do pHs.
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Fonte: Adaptado de Wahyuningsih et al. (2017).

6.6 Sintese de AgNPs em valores diferentes de temperatura

A temperatura empregada para produzir nanoestruturas mediada por extratos vegetais é
um parametro fisico-quimico importante a ser investigado, principalmente por ter capacidade
de alterar a cinética de reacdo, influenciando a taxa de formacg&o e tamanho das AgNPs (Dada
etal., 2019).

Na Figura 29 é disposto imagens do meio reacional apos 1 dia de sintese para a condi¢ao
1:2 de diluicdo do extrato de crajiru em pH 9,0 nas temperaturas de 25 °C e 50 °C. Nota-se que
para ambas as temperaturas houve a alteragdo de coloragdo do meio reacional para um tom de
castanho claro, caracteristica associada a sintese de nanoparticulas de prata (Mohaghegh et al.,
2020). A mudanga de coloracdo ¢é observada em intensidades diferentes, no qual as condigdes

em temperatura elevada (50 °C) exibem uma menor intensidade, ou seja, um possivel indicativo
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de menores quantidades de AgNPs no meio reacional do que na temperatura de 25 °C (Figura
29a).

Figura 29 — Imagens do meio de reacdo em diferentes temperaturas ap6s 1 dia empregando a condicéo 1:2 de
diluicdo de extrato de crajiru: a) 25 °C, b) 50 °C.

Fonte: autora (2023).

Na Figura 30 sdo apresentados os espectros UV-Vis dos meios reacionais em
temperaturas de 25 °C e 50 °C para a condi¢édo 2 do extrato de crajiru em pH 9,0. Observa-se a
formacédo da banda RPS entre os comprimentos de onda 380-480 nm, associado a presenca de
AgNPs. Com o progresso da reagdo o sinal da banda RPS se intensifica, havendo aumento nos
valores de absorbancia, evidenciando a formagdo de mais nanoestruturas em meio aquoso.
Quando realizado o comparativo das diferentes temperaturas, nota-se que as condi¢des em
temperaturas elevadas (50 °C), os valores de absorbancia da banda RPS séao inferiores aos de

temperatura ambiente (25 °C).



52

Figura 30 — Espectros UV-Vis do meio reacional em pH 9,0 para a condicdo 2 de extrato de crajiru em

temperatura de 50 °C.
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Na Figura 31 sdo apresentados os valores de absorbancia maxima da banda RPS para a

condicdo 1:2 de diluicdo do extrato de crajiru em pH 9,0 para os dois valores de temperatura

investigados. Durante todo o tempo de reacdo, nota-se os valores de absorbancia da banda RPS

para a temperatura elevadas (50 °C) se mantém inferiores ao obtidos em temperatura ambiente,

ou seja, com progressao da sintese ha menores quantidades de nanoestruturas formadas no meio

reacional, aquecido em funcdo do tempo, em comparacdo com 0 meio de reagdo sem

aquecimento.

Figura 31 — Absorbancia maxima da banda RPS (430 nm) da condic&o 1:2 de diluicdo do extrato de crajiru em
pH 9,0 e em diferentes temperaturas e em funcéo do tempo.
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Fonte: autora (2023).

Ao se elevar a temperatura, esperava-se incrementar a taxa de formacao de produtos na
reacdo estudada pelo aumento da energia cinética dos reagentes para reduzir os ions Ag* em
Ag’, obtendo maiores rendimentos e nanoestruturas de menores tamanhos. Contudo, o aumento
de temperatura possivelmente proporcionou a degradacdo dos diferentes metabolitos
secundarios presentes no crajiru, como as antocianinas (carajurina e carajurona), metabolitos
capazes de auxiliar na reducdo da prata e formar AgNPs.

Diversos estudos evidenciaram a sensibilidade a temperatura de metabdlitos
secundarios como as antocianinas, no qual sofrem degradacao ao serem expostos a temperaturas
acima de 90°C (Ng; Cheok, 2020; Tecucianu; Draghici; Oancea, 2020). Portanto, altas
temperaturas podem contribuir de forma desfavoravel a sintese de AgNPs, afetando a
concentra¢do metabdlitos secundarios do extrato de crajiru e reduzindo a capacidade redutora

deste meio reacional.

6.7 Provavel mecanismo de sintese de AgNPs mediada por extratos de crajiru

O mecanismo de biossintese de nanoparticulas metéalicas mediada por extrato vegetais
ainda ndao é totalmente compreendido (Vijayaraghavan; Ashokkumar, 2017) devido a
multiplicidade de metabdlitos secundarios presentes em diferentes extratos vegetais e que
podem ser mais ou menos reativas dependendo de muitos fatores, como 0 método de extracéo,
as fungdes quimicas presentes, associacdo com outras biomoléculas, entre muitas outras.

Em geral, o processo de formacao das nanoparticulas de prata pode ser generalizado em
trés etapas diferentes, a primeira etapa € 0 processo de nucleacdo, que consiste na reducdo dos
jons Ag* para Ag° para a formacéo de pequenos gérmens. Em seguida ¢ iniciada a etapa de
crescimento, onde acontece a agregacdo dos gérmens e/ou incorporacdo de mais atomos de
prata reduzidos a eles, formando as nanoparticulas de prata. Por fim, a tltima etapa consiste no
recobrimento da superficie das nanoestruturas formadas por biomoléculas do extrato vegetal,
dificultando o processo de agregacéo e crescimento sem controle das particulas (Kobylinska et
al., 2020).

O estudo de Rao e Paria (2013) sugeriu um mecanismo de sintese de AgNPs para
compostos fenolicos (taninos) encontrados no extrato da folha de Aegle marmelos (marmeleiro
da india), via reagio de complexacio e reduco da prata (Figura 32). A acio de taninos e outros
compostos polifendlicos (uma ou mais hidroxilas ligadas a um anel aromético) presentes em

extratos vegetais aquosos na sintese de nanoparticulas por uma reacéo redox é bem descrita na
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literatura, onde estes compostos sdo apontados como responsaveis pela reducdo de ions
metalicos e revestindo as nanoparticulas, evitando sua agregacdo (Menon; Rajeshkumar;
Kumar; 2017; Rao; Paria, 2013).

Figura 32 — Mecanismo proposto para compostos fenélicos encontrados no extrato da folha do marmeleiro da

india (Aegle marmelos).
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Fonte: Adaptado de Rao e Paria (2013).

O meio bésico pode favorecer a formagdo de nanoparticulas a partir de compostos fendlicos
encontrados nos extratos através da ativacdo dos grupos fenolicos, aumento da solubilidade,
estabilizacdo coloidal e controle do processo de nucleagdo e crescimento das nanoparticulas. A
combinacdo desses fatores podem contribuir para a formacéo eficiente e estavel das AgNPs em

meio basico.

Logo, sugere-se que a reducao ocorra a partir dos grupos hidroxila presentes no anel
benzénico. Inicia-se com a oxidac¢do do tanino na presenca de ions Ag*, com a formacao de um
complexo intermediario. Os fons Ag* sdo reduzidos a Ag® e que colidem, formando
aglomerados. Possivelmente, a estabilizacdo do crescimento das nanoparticulas ocorre por
encapsulamento pelos compostos polifendlicos (Rao; Paria, 2013), conforme mostrado nas
Figuras 32 e 33.
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Figura 33 — Esquema representativo do efeito de encapsulamento das nanoparticulas de prata por compostos

fenolicos.
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Fonte: Adaptado de Rao e Paria (2013).

Mittal et al. (2014) também propuseram um mecanismo para a sintese de nanoparticulas
de prata mediada por extrato a fruta jamel&o (Syzygium cumini). Neste processo, dois membros
de compostos flavonoides (com polaridades diferentes) presentes no extrato vegetal reduzem a
prata catidnica para a Ag® também por meio de uma reacio redox (Figura 34), através da
oxidacdo dos atomos de H encontrados nos grupos OH das estruturas para a formacdo de

enonas/dicarbonilas.

Figura 34 — Mecanismo de sintese de nanoparticulas de prata para compostos flavonoides do extrato do
jamel&o (Syzygium cumini).
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Fonte: Adaptado de Mittal et al. (2014).
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Considerando da sintese mediado da extrato aquoso de crajiru, a literatura reporta que
ndo seria apenas um ou dois metabolitos secundarios que fariam a reducgéo da prata, uma vez
que ainda ndo foi feito um estudo mais detalhado sobre isso, ou seja, afirma-se que o0s
responsaveis pera reducdo dos ions Ag* em Ag° seria o conjunto de biomoléculas presente no

extrato.

6.8 Microscopia eletrénica de transmissdo TEM

A microscopia eletrénica de transmissdo € utilizada para revelar a morfologia das
AgNPs em escala nanométrica a micrométrica (Gomathi et al., 2020). Na Figura 34 estao as
imagens das nanoparticulas de prata em pH 9,0, temperatura de 25°C e condi¢do 1:1 de dilui¢do

de extrato de crajiru.

Figura 35 — Imagens TEM da reacdo de AgNPs obtidas em pH 9,0 e dilui¢io do extrato de crajiru da condicdo
1:1a 25°C.
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Fonte: autora (2023).
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Nessas condi¢des observa-se a presenca de nanoparticulas de prata mais aglomeradas
em comparacao as outras condi¢Oes de sintese que serdo discutidas em sequéncia. H4 uma
predominancia de nanoparticulas esferoidais, esferoidais facetadas e com tamanhos
encontrados variando de 32,7 a 46,7 nm. Esse fato corrobora com o que foi observado
anteriormente através da banda RPS alargada e com uma menor absorbancia pela
espectroscopia UV-Vis, apresentando maior variabilidade de dimens6es quando comparadas as
NPs mais monodispersas, sendo que esta caracteristica pode refletir na estabilidade das AgNPs.

A composicao e distribuicdo dos elementos foram analisados através da espectroscopia
de energia dispersiva de raios-x (EDS), conforme Figura 36. Os resultados apresentam sinal de
Ag®em 3 keV (A e B) confirmando a presenca de AgNPs (Rautela; Rani, 2019) e associado ao
mapeamento (Figura 36C) foram encontrados outros elementos além da prata (F) que séo
provenientes das grades de cobre revestida por carbono usadas para a analise (D, E e G), onde
maiores porcentagens séo destinadas ao carbono (65,89%), prata (25,38%) e cobre (7,34%).

Figura 36 — Anélise de EDS das AgNPs obtidas, sendo espectro EDS referente ao espectro da condicéo 1:1 de
diluicdo do extrato de crajiru em pH 9,0 a 25 °C (A), area de registro do EDS (B), (C) imagem em camadas e
mapeamento dos elementos (D, E, F e G).

Weight % 70

Powered by Tru-Q®

A sintese de AgNPs mediada por extrato aquoso de crajiru em pH 9,0 expressou ter
mais estabilidade de sistemas nonoparticulados de metais, sendo observado através da
microscopia eletronica de transmissao a presenca de formatos mais definidos e tamanhos mais

uniformes.



58

Na Figura 37 mostra AgNPs obtidas a temperatura ambiente e pH 9,0 em condicéo 2 de dilui¢do
do extrato, observa-se NPs monodispersas, sendo esferoides facetadas, triangulares e

triangulares truncadas de diametros menores em relacéo a sintese em condicgéo de dilui¢do 1:1

do extrato vegetal.

Figura 37 - Imagens TEM da reacéo de AgNPs obtidas em pH 9,0 e diluicdo do extrato de crajiru da condigdo
1:2 a 25°C.

Fonte: autora (2023).

Na Figura 38 é mostrada a analise de espectroscopia de energia dispersiva de raios-x
(EDS) realizada para a sintese em pH 9,0 na condi¢do de diluicdo 1:2 do extrato vegetal a
temperatura ambiente, com resultados que se assemelham aos encontrados pra a condicdo 1
(Figura 35), apresentando sinal para a absorcdo de AgNPs em 3 keV. A condicdo de diluicdo
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1:2 formou nanoparticulas com menores didmetro (14,8 a 31,1nm) e maiores quantidades de

nanoparticulas, confirmando o que foi observado atraves da espectroscopia UV-Vis.

Figura 38 — Andlise de EDS das AgNPs obtidas, sendo espectro EDS referente ao espectro da condigdo 1:2 de
diluicdo do extrato de crajiru em pH 9,0 a 25 °C (A), area de registro do EDS (B), (C) imagem em camadas e

mapeamento dos elementos (D, E, F e G).

Fonte: autora (2023)

Na Figura 39 observa-se imagens de AgNPs obtidas em pH 5,5 em condi¢éo de diluicdo
1:2 do extrato de crajiru. Nota-se a pouca formacdo de NPs, além disso, o didmetro das NPs
formadas é superior as demais condi¢cOes estudas de pH e concentracdo de extrato vegetal
conforme analise pela microscopia eletronica de transmissdo. O pH é um fator importante na
sintese de NPs, pois além de afetar a estabilidade, tamanho, perda de uniformidade e/ou perda
de distribuicdo homogénea das particulas, levando a agregacgdo e precipitacdo das particulas.
Em estudos realizados por Velgosova et al., (2016), indicando que essa € uma condicéo

desfavoravel para a formacdo de AgNPs.
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Figura 39 - Imagens TEM da reacéo de AgNPs obtidas em pH 5,5 e dilui¢do do extrato de crajiru da condicdo
1:2a25°C.

Fonte: autora (2023)

Assim como as demais condi¢des de sintese, a condicao de diluicdo do extrato de crajiru
1:2 em pH 5,5 apresentou sinal para a absor¢do de AgNPs em 3 keV (Figura 40A), contudo,
houve pouca redugdo dos ions prata (Figura 40C), uma vez que em meio acido a taxa de
ocorréncia de reducdo dos ions prata pode ser mais lenta. I1sso ocorre porque a concentracao
dos ifons de H* em solucéo &cida ¢é alta, dificultando a quebra da ligacdo O-H dos metabdlitos

secundarios para iniciar o processo de reducgéo (Rao; Paria, 2013).
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Figura 40 — Anélise de EDS das AgNPs obtidas, sendo espectro EDS referente ao espectro da condicdo 1:2 de
diluicdo do extrato de crajiru em pH 5,5 a 25 °C (A), area de registro do EDS (B), (C) imagem em camadas e
mapeamento dos elementos (D, E, F e G).

Fonfé: autora (2023)

Na Figura 41, observa-se que apesar da condicao de diluicdo 1:2 do extrato de crajiru e
meio reacional ajustado pH 9,0 ser uma condicdo onde ha& uma grande producdo de
nanoparticulas, quando a temperatura do meio € elevada, a quantidade de nanoparticulas
formadas é baixa. A temperatura € um dos fatores criticos que influenciam na cinética da

ocorréncia e, portanto, a formacéo e o tamanho dos coloides formados.

Figura 41 — Imagens TEM da reacdo de AgNPs obtidas em pH 9,0 e dilui¢io do extrato de crajiru da condigdo

1:2 a50°C.
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100 nem

Fonte: a autora (2023).

Embora o aumento na temperatura influencie positivamente no aumento da velocidade
de reacdo por aumentar a energia cinética dos reagentes, antecipando o aumento da absorbancia
para tempos de reacdo mais baixos, ha uma reducdo na absorbancia maxima detectada de
maneira progressiva quando se eleva a temperatura. Na Figura 42B nota-se a aglomeracédo das
nanoparticulas, isso pode estar relacionado a temperatura elevada, pois nessa condi¢cdo 0s
atomos na superficie da nanoparticula tém maior mobilidade, isso pode permitir que eles se
movam e se juntem de forma mais facil, levando a aglomeracéo das nanoparticulas.

Figura 42 — Andlise de EDS das AgNPs obtidas, sendo espectro EDS referente ao espectro da condigao 1:2 de

diluicdo do extrato de crajiru em pH 9,0 e 50 °C (A), area de registro do EDS (B), (C) imagem em camadas e

mapeamento dos elementos (D, E, Fe G

Weight % 50
Powered by Tru-Q®
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Fonte: autora (2023).

A baixa formacdo de nanoparticulas também pode estar atrelada a degradacdo do
material de partida (extrato), sendo que ao preparo do extrato aquoso de crajiru requer
temperatura elevada e com a producdo da nanoparticula em uma temperatura de 50°C, 0s
precursores usados na sintese podem ter se degradado mais rapidamente ou se tornaram menos
eficazes (Ng; Cheok, 2020; Tecucianu; Draghici; Oancea, 2020).

6.9 Avaliacao do ensaio microbioldgico

Os resultados obtidos de halo de inibicdo das AgNPs produzidas estdo dispostos na
Figura 43, para as bactérias Escherichia coli (Gram-negativa), Staphylococcus aureus (Gram-
positiva), Salmonella sp. (Gram-negativa), Bacillus cereus (Gram-positiva) e o fungo Candida

albicans.

Realizou-se o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (NCCLS, 2003) e com isso
observou-se que para as diferentes amostras produzidas néo foi possivel identificar atividade
inibitdria frente ao microrganismo B. cereus (Figura 43E). Em relacdo as demais cepas, foi
observado que as AgNPs tiveram inibicdo intermediaria frente as cepas E. coli (Figura 43A),

Candida albicans (Figura 43B), Salmonella sp. (Figura 43D) e S. aureus (Figura 43C).

Figura 43 — Resultado das AgNPs em diferentes condi¢des submetidas em diferentes microrganismos, sendo

condicdo de diluigdo 1:1, 1:2 e 1:4 em pH 7,0, todas produzidas a 25 °C. Microrganismos: E. coli (A), Candida

albicans (B), S. aureus (C), Salmonella sp. (D) e B. cereus (E).

Fonte: autora (2023).
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A resisténcia dessas cepas pode estar ligada a diversos fatores, um desses é a camada de
peptidoglicano das bactérias Gram-positivas que apresentam uma estrutura mais espessa,
dificultando a acdo da AgNPs e a presenca de acido lipoteicdico em bactérias Gram-positivas
que exerce a funcéo de protecéo desses microrganismos contra agentes externos (Clébis et al.,
2021; Mohanbaba; Gurunathan, 2016; Quintero-Quiroz et al., 2019). Os valores das zonas de
inibicdo para as diferentes AgNPs produzidas e que mostraram atividade microbicida estéo
mostradas na Tabela 6.

A acdo microbicida pode estar atrelada ao tamanho das AgNPs, pois alguns autores
atribuem o efeito antimicrobiano ao tamanho das nanoparticulas de prata, de forma que quanto
menor o didmetro, maior o efeito sobre os microrganismos devido a maior facilidade de
penetracao nas células bacterianas (Ahmed et al., 2021; Nurulaini et al., 2019; Quintero-Quiroz
etal., 2019).

Tabela 6 — Atividade antimicrobiana das AgNPs em pH 7,0.

Zonas de inibicdo (média (mm) £ desvio padréo)

Amostras E. coli C. albicans S. aureus Salmonella B. cereus
AgNPs sp.
Condicdo 1:1 105+1,8 - 10,3+ 1,6 9,4+05 -

Condicéo 1:2 105+1,38 102+1,6 102+1,6 9,3+0,5 -
Condicéo 1:4 105+17 94+10 102+15 94+0,6 -
Extrato - - - - -
Nitrato de prata - - - - -

Antibiotico 143+1,6 253+0,5 133+11 2423+15 2420%15

Fonte: autora (2023).

Acredita-se que a maior capacidade antibacteriana das AgNPs seja devida a sua maior
area de superficie onde pode ocorrer a liberagdo maxima de cations Ag*. Esta espécie idnica
entdo se liga a grupos funcionais de moléculas carregadas negativamente presentes na parede
celular bacteriana, causando ruptura da parede celular, inativagdo enzimética e/ou alteragdes na

permeabilidade da membrana (Kalwar; Shan, 2018).
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Além disso, a alteragdo do pH pode alterar a carga superficial das AgNPs e afetar
potencialmente a afinidade das nanoparticulas com as bactérias, aléem da afinidade da camada
de recobrimento com a superficie das AgNPs que regulam a estabilidade dos &tomos metalicos
periféricos dessa estrutura. Tanto nas bactérias Gram-positivas como nas Gram-negativas, a
membrana celular é carregada negativamente, mas a magnitude de carga varia de estirpe para

estirpe (Alpaslan et al., 2017).

8. CONCLUSAO

Ao estudar a sintese de AgNPs mediada por extrato aquoso de crajiru (Arrabidaea
chica), investigou-se os efeitos de diversos parametros fisico-quimicos, tais como a
concentracédo do extracdo vegetal, temperatura do meio reacional e pH. Foi constatado que ao
trabalhar com as diferentes concentracdes do extrato, a taxa de formacao de nanoparticulas de
prata ndo teve grandes varia¢fes no progresso da reacdo, apenas nos dias iniciais a condi¢éo 2
exibe um maior quantidade de nanoestruturas produzidas. Contudo, as quantidades produzidas
de AgNPs foram dependentes da concentracdo de extrato vegetal empregada.

Ao avaliar a influéncia do pH na producdo de nanoparticulas, trabalhou-se com as
condicdes diluidas do extrato aquoso de crajiru em meio reacional acido (pH 5,0), neutro (7,0)
e alcalino (pH) 9,0. Observou-se que em meio alcalino houve uma maior formacéo de NPs em
comparagdo com 0s outros meios, com isso, 0 aumento do pH do meio reacional somado a
concentracdo do extrato de crajiru e temperatura tiveram grande influéncia na quantidade de
nanoparticulas produzidas e na estabilidade.

O pH do meio reacional também fornece um papel fundamental na formacgéo de NPs.
Assim como a temperatura influenciou na formacéo de NP, o pH regulou a formacgéo de centros
de nucleagio. A medida que o pH aumentou, o nimero de centros de nucleacdo também
aumentou.

Nesta perspectiva, condi¢bes de sintese de nanoparticulas em temperatura ambiente
utilizando o extrato aquoso de crajiru na condi¢éo de diluicdo 1:2 em meio alcalino sugerem a
maiores producdes de nanoparticulas de menor didmetro e com formatos variados. Observa-se
que o potencial de formacdo das nanoparticulas de prata esta atrelado & quantidade de extrato
vegetal envolvido na sintese, uma vez que este fator é dependente dos compostos organicos
presente na composicao do extrato.

Os resultados da analise TEM sugerem formatos e tamanhos distintos para diferentes

condicBes de sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs). Foi observado a formacdo de
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nanoparticula monodispersas com didmetros reduzidos e formatos esferoidais foram produzidas
em pH 9,0, em temperatura ambiente, indo contra alguns resultados encontrados na literatura,
que reportam que 0 aumento da temperatura pode intensificar a formacéo de NPs. Isso pode
estar atrelado ao fato do extrato de crajiru ter sido produzido em temperatura elevada (90 °C),
gerando um desgaste térmico nos metabolitos secundarios e consequentemente acarretando a
degradacdo dos metabolitos quando a sintese € submetida a temperatura de 50 °C, ocasionando
a baixa formacao de AgNPs no meio reacional.

O teste de halo de inibicao indicou maior atividade microbicida das AgNPs produzidas
em pH 7,0, temperatura de 25 °C e diluigdo 1:2 do extrato vegetal para E. coli, Candida
albicans, S. aureus e Salmonella sp. Os resultados sugerem que a formacéo de AgNPs e a agdo
microbicida é influenciada pelos parametros experimentais concentracdo de extrato vegetal, pH

e temperatura.

Explorar as possiveis aplicacdes das AgNPs produzidas, principalmente em relagdo a
acdo contra microrganismos, pode abrir caminho para inovac6es, novos produtos e a analise da
criacdo de AgNPs com auxilio de extrato de crajiru oferece inimeras oportunidades para futuras
investigacOes, que podem ter um grande impacto no avanco da nanotecnologia, biotecnologia

e outras areas praticas, como saude, meio ambiente e materiais tecnoldgicos.
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