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RESUMO

As nanoparticulas sintetizadas por métodos fisicos e quimicos envolvem a utilizacdo de
solventes toxicos, causando impacto a saude e ao meio ambiente. Diante isso, a sintese verde
surge como uma rota alternativa, mais segura e menos nociva. A formacao de nanoparticulas
através da sintese verde visa a utilizacdo de materiais biologicos, para a reducdo e estabilizagdo
das nanoparticulas. O presente estudo relata uma abordagem de sintese verde de nanoparticulas
de prata (AgNPs) utilizando o extrato proveniente das cascas de Anacardium microcarpum,
planta nativa da regido nordeste. O aperfeicoamento dos parametros de sintese como o pH, a
concentracdo e o tempo de reacdo foram realizados, além das caracterizagbes por
Espectrofotometria Ultra-violeta no visivel, Potencial Zeta, Analise por Rastreamento de
Particulas, Microscopia Eletronica de Transmissdo, Infravermelho com Transformada de
Fourier e avaliadas as atividades antioxidante e antimicrobiana. As analises realizadas por
espectroscopia no UV-vis das nanoparticulas de prata apresentaram espectros de absorcéo
variando 410-433nm, seus tamanhos variaram 72,9-208,3nm e potencial zeta de -49,7mV a -
56,0mV. A formacdo das nanoparticulas foram dependentes da concentracédo, do pH de sintese
e do tempo de reacdo. O extrato de A. microcarpum atuou na reducdo das AgNPs que através
da analise por Microscopia Eletrénica de Transmissdo foi possivel verificar nanoparticulas
esféricas e a técnica Infravermelho com Transformada de Fourier foi possivel identificar os
possiveis grupos funcionais como compostos fendlicos terem sido os responsaveis pela reducéao
da Ag* para AgP. A atividade antioxidante das nanoparticulas de prata se mostraram eficientes
com ICso variando de 10,09 pg/mL a 38,15 pg/mL quando comparadas ao padrdo acido
ascorbico (186 pg/mL). As nanoparticulas exibiram atividade antimicrobiana eficaz contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, Anacardium microcarpum, Atividade bioldgica.



ABSTRAT

Nanoparticles synthesized by physical and chemical methods involve the use of toxic solvents,
causing health and environmental impacts. In light of this, the green synthesis route appears as
an alternative route, safer and less harmful. The formation of nanoparticles through the green
synthesis aims at the use of biological materials, for the reduction and stabilization of
nanoparticles. The present study reports a green synthesis approach of silver nanoparticles
(AgNPs) Using the extract from the bark of Anacardium microcarpum, a northeastern native
plant. The improvement of the synthesis parameters such as pH, concentration and reaction
time were performed, besides the characterization by UV-visible Spectroscopy, Zeta Potential,
Nanoparticle Tracking Analysis, Transmission Electronic Microscopy, Fourier Transform
Infrared as well as the Antioxidant and antimicrobial activities. Analysis by UV-vis
spectroscopy of the silver nanoparticles showed absorption spectra ranging from 410-433nm,
with sizes ranged from 72.9-208.3 nm and zeta potential from -49.7mV-56.0mV. The formation
of the nanoparticles was concentration dependent as well synthesis pH and reaction time
dependent. The extract of A. microcarpum played an important ruler in the reduction of the
AgNPs as was seen through Transmission Electronic Microscopy analysis it was possible to
verify spherical nanoparticles. The Fourier Transform Infrared technique was used to identify
the possible functional groups as phenolic compounds that were responsible for the reduction
of Ag* to Ag®. The antioxidant activity of silver nanoparticles showed to be efficient with 1Cso
ranging from 10.09 ug / mL to 38.15 pug / mL when compared to the standard ascorbic acid (186
ug / mL). The nanoparticles exhibited effective antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli.

Keywords: Silver nanaparticles, Anacardium microcarpum, Biological activity.
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LISTA DE ABREVIATURAS
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Do inglés American Type Culture Collection
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2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil

Do inglés Fourier Transform Infrared (Infravemelho com Transformada de
Fourier)

Do inglés Atomic Force Microscope (Microscopia de Forca Atomica)
Microscopia Eletronica de Transmissdo

Microscopia Eletronica de Varredura

Nanoparticulas

Nanoparticulas metalicas

Do inglés Nanoparticle Tracking Analysis (Analise de Rastreamento de
Nanoparticulas)

Potencial Hidrogenionico

Sulfeto de chumbo

Do inglés Surface Plasmon Resonance (Ressonancia Plasmonica de
superficie)

Do inglés X-ray Photoelectron Spectroscopy (Espetroscopia fotoeletrénica
de raios X)

Unidade Formadora de Col6nia
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CAPITULO |
SINTESE DE NANOPARTICULAS METALICAS COM EXTRATOS VEGETAIS

1 INTRODUCAO

A nanotecnologia € uma ciéncia baseada na manipulacdo de materiais a niveis
moleculares e atbmicos, com o intuito de criar dispositivos e sistemas com propriedades e
aplicaces fundamentalmente novas. Os materiais nanoestruturados apresentam, pelo menos,
uma de suas dimensfes em tamanho nanométrico, ou seja, em escala 1/1.000.000.000, ou um
bilionésimo do metro (1 nm = 10° m) (GALEMBECK et al., 2004). Dentre as caracteristicas
dos nanomateriais esta a funcionalidade, a qual, de um modo geral, permite uma extensa faixa
de aplicagdes, exibindo a capacidade de executar funcdes especificas, como a execucdo de
algumas funcgdes quimicas ou biolodgicas, através da manipulacdo desses materiais, de forma

controlada e pré-determinada.

Organizar materiais em nanoescala ¢ um método econdmico para obter funcionalidade.
Diversas interacfes sdo aplicadas nessa organizacdo, tais como dipolo eletrostatico, ligacbes de
hidrogénio, forca de van der Waals, interagdes hidrofébicas ou hidrofilicas, aglomeracdo
fluidica e outras formas de agregacdo (ROCO, 2001; GAl et al., 2002). Essa organizacdo, pode
afetar caracteristicas fisicas, quimicas, mecanicas e bioldgicas. Outro aspecto é o aumento da
razdo entre a area e o volume do nanomaterial que altera suas propriedades, que ocorre diferente
em relacdo aqueles presentes no interior do material, uma vez que pode participar de todas as
alteracBes do material com 0 meio no qual esta inserido (MELO et al., 2004).

Através da manipulacdo em nanoescala, diversos materiais podem ser usados incluindo
prata, ouro, cobre, didxido de titanio, oxido de zinco, diéxido de silicio e nanotubos de carbono.
Suas aplicacBes abrangem praticamente todos os setores industriais e de servigos tais como: nos
cuidados na salde, nos cosméticos, na biomedicina, na alimentacdo, na entrega controlada de
farmacos, no meio ambiente, na mecanica, na optica, nas industrias quimicas, na eletrénica, nas
industrias espaciais, na energia, na catalise, nos emissores de luz, nos dispositivos opticos ndo-
lineares e aplicacbes foto-eletroquimicas (AHMED et al., 2016). Dentre os varios dominios
dessa area estd a sintese, a caracterizacdo e a aplicacdo de nanoparticulas com diferentes

tamanhos, formas e composic¢des quimicas (AKHTAR, 2013).
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A sintese de nanoparticulas foi realizada de modo intencional pela primeira vez em
1857, quando o fisico e quimico Michael Faraday produziu nanoparticulas de ouro (AuNPs)
dispersas em suspensdo coloidal (BARRIENTOS et al., 2003). A producéo de nanoparticulas
pode ser feita por meio de duas abordagens: a primeira € pelo método conhecido como Top-
down (de cima para baixo), que se baseia na desconstrugdo de estruturas maiores, utilizando
técnicas de fabricacéo para cortar, moer e moldar materiais até atingir a nanoescala. A segunda
é pelo método Bottom-up (de baixo para cima), que explora as propriedades quimicas de
moléculas/atomos individuais para fazer com que estes se organizem e formem uma estrutura
em nanoescala (LEVIN, et al.,, 2009). As nanoparticulas podem exibir propriedades
completamente novas ou melhoradas baseadas em determinadas caracteristicas especificas tais
como o tamanho, a morfologia, a distribuicdo, a concentracdo e o estado de agregacdo, quando
comparadas a particulas com dimensdes maiores provenientes da mesma fonte de onde foram
geradas. Podem apresentar morfologias muito distintas tais como flocos, esferas e cubos
(WILLEMS, 2005).

Dentre essas abordagens para sintese de nanoparticulas podemos destacar 0s processos
fisicos que utilizam varios métodos, tais como Evaporacdo / condensacdo e ablacdo a laser e 0s
métodos quimicos que utilizada agente redutores e o método bioldgico “ sintese verde”, que em
relacdo aos métodos quimico e fisicos, essa técnica é facilmente produzida em grande escala,
menor custo e ndo ha necessidade de usar produtos téxicos (NARAYANAN et al., 2010;
DHUPER et al., 2012). Para a sintese verde sdo utilizados diversos organismos, incluindo os
fungos, as algas, as bactérias e as plantas (KALISHWARALAL et al., 2010). As aplica¢des das
nanoparticulas, tem sido promissora na industria farmacéutica, especialmente na vetorizagéo de
farmacos antimicrobianos, elas podem ser sintetizadas para melhorar as propriedades
farmacolodgicas e terapéuticas dos farmacos, pois apresentam um controle de liberacdo
sustentado, uma maior seletividade (aumentando assim o indice terapéutico), uma diminuicao
dos efeitos colaterais e uma protecdo da degradacdo no trato gastrointestinal, aumentando assim
a biodisponibilidade (MONALISA et al, 2013).

Dentro deste contexto, a presente revisdo aborda os métodos de sintese, as técnicas de
caracterizacdo fundamentais para investigar a formacgdo de nanoparticulas, suas aplicacdes e
uma breve abordagem sobre a espécime Anacardium microcarpum, planta utilizada neste

trabalho para sintese verde de nanoparticulas de prata.
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2 SINTESE DE NANOPARTICULAS (METODOS - FISICOS, QUIMICOS E
BIOLOGICOS)

Para a formacdo de nanoparticulas podem ser utilizados dois métodos: bottom-up e top-
down. O método top-down € baseado em processos fisicos de desintegracdo de um material em
escala macroscopica para a obtencdo de um material nanoestruturado (EUSTIS et al., 2006).
Nesse método ocorre elevada remogdo do material, ocasionando baixo rendimento. Além disso,
0 tamanho e a dispersdo das nanoparticulas formadas sdo bem definidas. A sintese de
nanoparticulas pelo método fisico utiliza técnicas como de evaporagdo-condensacao que pode
ser utilizada com um forno tubular com pressdo atmosférica. Varias nanoparticulas podem ser
sintetizadas por esse método tais como: Ag, Au, PbS e fulereno. No entanto, essa técnica exige
um alto consumo de energia e de tempo. Por exemplo, as nanoparticulas de prata (AgNP) para
atingir a temperatura desejada, ocorre um aumento no ambiente em torno do material,
requerendo muito tempo para alcancar a estabilidade térmica. Além disso, o material ocupa um
grande espaco dentro no forno (SCHMIDT-OTT, 1988; GURAV et al., 1994; MAGNUSSON
et al., 1999; KRUIS et al., 2000).

A técnica de bottom up baseia-se em processos quimicos de sintese de materiais
nanoestruturados através do desenvolvimento das suas unidades constituintes através de
reacdes quimicas, tais como, a reducao de ions metalicos ou a precipitacao de 6xidos ou outros
compostos ionicos (CUI et al., 2010; CHUNG-HAO et al., 2011). Os agentes redutores mais
comuns nessa técnica sdo o borohidreto de sodio ou hidrazina, &lcool e o citrato de sodio.
Entretanto, alguns destes agentes redutores necessitam também da acdo do calor para que a
reacao ocorra e podendo ocasionar sua toxicidade (PILLAI e KAMAT, 2003; KIM et al., 2007).
Além disso, uma outra limitacdo deste método é a producédo de particulas com larga faixa de
diametro, além de ser um método mais complexo, trabalhoso e apresentar contaminacéao
ambiental devido aos residuos de solventes utilizados na preparacdo (CHEN et al., 2003). No
entanto, a vantagem desse método em formar nanoparticulas facilmente dispersas em meios
organicos sao referenciados em diversos trabalhos. As aplicacdes desse método também podem
ser encontradas, como na produc¢éo de nanoparticulas catalizadoras, capaz de catalisar reacoes
organicas, que ocorrem solventes ndo polares (ANDREWS e OZIN, 1986, NAKAO e
KAERIYAMA, 1989; COZZOLI et al., 2004). As reagdes que ocorrem na técnica de bottom
up podem ser de decomposi¢do térmica, fotocatalitica, fotoquimica, redugdo quimica e
eletroquimica, etc. (SUN et al., 2002; JIN et al., 2003).
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As técnicas fisico-quimicas utilizadas na sintese de nanoparticulas envolvem uma série
de reagentes toxicos e geracdo de residuos, as quais tem limitado seu uso no campo
farmacéutico e quimico (SALAM et al., 2012; CAUERHFF e CASTRO, 2013). Diante disso,
a sintese verde surgiu como uma rota de sintese alternativa, de facil manuseio e viavel aos
métodos fisicos e quimicos, pois ele € um método mais sustentavel, de baixo custo gerando
produtos menos nocivos a saude humana e ao meio ambiente. A sintese bioldgica ou sintese
verde € um método que utiliza sistemas biologicos, como plantas e algas, diatomaceas,
bactérias, fungos e células humanas, que através de suas proteinas e metabolitos presentes
nestes organismos sdo capazes de transformar ions metélicos em nanoparticulas metélicas
(RAUWEL et al.,2014). Além disso, os métodos convencionais para a sintese de nanoparticulas
geralmente requerem redutores toxicos e tratamentos de calor, produzindo muitas vezes
subprodutos perigosos. Para a preparacdo de nanoparticulas abordando o método de sintese
verde, sdo necessarios a escolha do meio do solvente (de preferéncia agua), um agente redutor
e um material para a estabilizacéo das nanoparticulas ndo toxico (RAVEENDRAN et al., 2003).

Uma das principais abordagens para sintese verde é o uso de plantas ou partes dela como
folhas, raizes, cascas, latex, exsudato e sementes. As vantagens da utilizacdo de plantas para a
sintese de nanoparticulas é a sua facil disponibilizacdo, simples manuseio e possuem uma
variedade de agentes ativos que podem promover a reducao e estabilizacdo de ions (AHMAD
et al., 2010). Diversos fatores podem afetar a sintese de nanoparticulas, tais como o pH do
extrato, que exerce grande influéncia sobre a formacdo das nanoparticulas, uma vez que ele
pode alterar a carga natural contida no extrato, afetando a sua capacidade para ligar e reduzir
ions metalicos, no tamanho, na forma e no redimento das nanoparticulas. A temperatura € outro
fator importante que afeta a formacdo de nanoparticulas, sendo que, com a elevacdo da
temperatura, a velocidade da reacdo e eficacia aumenta (MAKARQV et al., 2014). Além disso,
compostos presentes nas plantas auxiliam na reducgéo e estabilizacdo, tais como terpenoides,
polissacarideos, fendlicos, flavonas, alcaloides, enzimas, proteinas entre outros. Os flavanoides
e fenois sdo capazes de reduzir e envolver as nanoparticulas, impedido sua aglomeragdo. Além
disso, os compostos fendlicos possuem grupos hidroxilo e carboxilo que séo capazes de se ligar
aos metais (AHMAD et al., 2010). Vale ressaltar que fatores externos, como o estagio de
desenvolvimento ou a condi¢do da planta também podem influenciar na sintese das NPs
(FAROOQUI et al., 2010). Na tabela 1, resume alguns exemplos de sintese de nanoparticulas

mediada por extratos vegetais.
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Tabela 1 Sintese verde de nanoparticulas metalicas com extratos de plantas.

Planta NPs Parte da planta Tamanho Referéncia

Aloe vera Au, Ag folha 50-350 nm Chandran et al,
2006

Anacardium Au/Ag Folha 6 nm a 27 °C; Shenyetal. (2011)

occidentale bimetéalica 17 nma 100 °C

Pt Folha 5-50nm Thirumurugan et
Azadirachta al., 2016
indica Ag/Au Folha 50-100nm Shankar et al., 2004
bimetéalica

Calendula Ag Semente 5-10nm Baghizadeh et al.,

officinalis 2015

Diospyros Ag Raiz 8nm Pethakamsetty et

sylvatica al.,2016

Datura Ag Folha 15-20nm Gomathi et al.,2017

stramonium

Eucalyptus Ag Folha 50-150nm Dubey et al. (2009)

hybrid

Ginkgo Biloba  Ag Folha 10-16nm Ren et al., 2016

Gloriosa Ag/Au Folha 20nm Gopinath et al.,

superba bimetalica 10nm 2016

Moringa Ag Folha 57nm Prasad and

oleifera Elumalai (2011)

Rubus ellipticus  Ag Folha 25nm Algahtani et al.,
2017

Sambucus nigra Ag Fruta 26nm Moldovan et al.,,
2016

Vigna sp Ag Semente 70nm Mohammadi et
al.,2016

Dentre as aplicagOes das nanoparticulas sintetizadas com o método verde, podemos

destacar o trabalho desenvolvido por Sathishkumar e colaboradores (2012). Eles avaliaram a

atividade das nanoparticulas de prata com extrato da folha Morinda citrifolia contra uma vasta


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1001074216302911
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gama de agentes patogénicos tais como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes (Gram-negativa), Bacillus cereus, e Enterococcus sp.
(Gram-positiva). A atividade anticancerigenas também foi avaliada, AgNPs de Melia
azedarach foram testadas quanto sua citotoxidade in vitro contra células HeLa. O valor da dose
letal mediana LDso das nanoparticulas foi de 300ug/mL menor que a LDsg do farmaco
anticancer padrdo, 5-Fluoro Uracil (5-FU) que foi de 600ug/mL/100mM, além disso, a
nanoparticulas ndo exibiu citotoxidade contra as células da mama (HBL 100) na concentracdo
mais baixa testada. (SUKIRTHA et al., 2012). Atividade antioxidante também foi avaliada
usando nanoparticulas sintetizadas a partir da semente Trachyspermum copticum no qual
eliminou o radical DPPH que foi cinco vezes mais eficaz do que hidroxianisole butilado (BHA)
(RAGHUNANDAN et al., 2011b).

3 Anacardium microcarpum Ducke

A planta Anacardium microcarpum Ducke conhecido popularmente como cajui, € uma
planta originaria no Brasil, especialmente da regido Nordeste (Figura 1) (AGOSTINI-COSTA
et al., 2003, 2004). O A. microcarpum pertence a familia Anacardiaceae, é uma espécie
arbustiva de caule tortuoso, apresenta uma altura média variando 25 a 30 m de altura. Suas
folhas sdo simples, ovalada-lanceoladas, curtamente pecioladas. Inflorescéncias do tipo
panicula formada por flores pequenas (BRAGA, 1979). Os pedunculos (pseudofrutos) séo
pequenos, carnosos e doces quando maduros, e as castanhas (frutos verdadeiros) séo
extremamente saborosas (CAVALCANTE, 1996).

Figura 1- Anacardium microcarpum D.

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Na medicina tradicional do nordeste brasileiro, as infusdes de casca de A.
microcarpum sdo bastante utilizadas como tbnica para o tratamento de inflamacdes,
reumatismo, tumor e doencas infecciosas, sendo que tais enfermidades estdo associadas ao
estresse oxidativo (BARBOSA FILHO et al., 2014). Alem disso, essa espécie tem grande
importancia econdmica, pois é utilizada principalmente para a alimentacdo, uma vez que a
castanha tem as mesmas caracteristicas e usos do cajueiro comum do Anacardium occidentale
L., em que a améndoa e o pedunculo sdo consumidos in natura ou sob a forma de sucos, doces
e geleias (RUFINO et al., 2008).

O A. microcarpum apresenta em sua composi¢do compostos fenolicos, flavonoides,
taninos, saponinas, alcaloides, aclcar organico e agucar redutor, os quais tém sido associados a
atividade antimicrobiana (LAI et al., 2004; SOHM et al., 2004). Estudo desenvolvido por
Muller e colaboradores (2013), avaliaram o efeito do extrato etandlico obtidos da casca do caule
do A. microcarpum em modelo de inducdo de Parkinsonismo por Paraquat em Drosophila
melanogaster e demostrou baixa toxicidade e seu potencial neuroprotetor atribuido pelo menos

em parte, a acdo antioxidante desta espécie.

3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS

A nanoparticulas geralmente sdo caraterizadas pelo seu tamanho de particula, forma,
cristalinidade, dimens6es, tamanho e area de superficie (Tabela 2). A caracterizacao é realizada
atraves de varias técnicas, tais como espectrofotometria UV-visivel, espalhamento dindmico de
luz (DLS), microscopia eletrénica de transmissao e varredura (MET, MEV), Microscopia de
Forca Atdmica (AFM), Difracdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS)
(CHOI et al., 2007; YOOSAF et al., 2007; HUTTER e FENDLER, 2004; SUN et al., 2000;
VILCHIS-NESTOR et al., 2008; YEO et al., 2003; ZHANG et al., 2004, 2006; CHIMENTAO
et al., 2004; HE et al., 2004; KHOMUTOV e GUBIN, 2002). Em relacdo ao tamanho,
raramente as particulas serdo encontradas na sua forma primaria e isolada, mas sim formando
aglomerados que variam de tamanhos, que ocorrem através da mudanca como forca iénica e do
pH (LIMBACH et al., 2005; WORLE-KNIRSCH et al., 2007).



Tabela 2. Técnicas de caracterizacdo de nanoparticulas
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Técnica Caracteristicas Referéncias
Espectrofotometria UV-visivel Formacdo da amostra mostrando a Kaye et al.,
ressonania de plasmon de superficie 1980
Espalhamento dindmico de luz Tamanho de particulas (suspensdo), Bootz et al.,
(DLS) distribuigéo por tamanhos 2004
Potencial Zeta ({) Carga superficial e estabilidade Hunter et al.,
coloidal 2011.
Anélise por rastreamento de Concentracdo das particulas e o seu ARANCON et
nanoparticulas (NTA) tamanho médio al., 2014
Microscopia de forca atdbmica Boaresolucdo/imagens 3D, soanalisaa Powers et al.,
(AFM) superficie 2006
Microscopia  eletrbnica  de Morfologia da superficie, tamanho das Bootz et al.,
varredura (MEV) particulas 2004
Microscopia de transmissdo Tamanho e forma Powers et al.,
eletrénica (MET) 2006
Difragéo de raios-X (DRX) Estrutura cristalina, tamanho da Limbach et al.,
particula 2005
Espetroscopia fotoeletronica de Analise quimica da superficie Heide et
raios X (XPS) al.,2011

4 APLICACOES DAS NANOPARTICULAS

As propriedades e as aplicagfes das nanoparticulas sdéo moduladas pela sua forma e
tamanho, fazendo-se fundamental o controle destes parametros no momento da sintese. Dentre
as aplicacOes destacam-se a medicina diagnodstica (biossensores de alta eficiéncia, imagem);
farméacia (sistemas de entrega de farmacos e cosméticos); industria alimenticia e téxtil
(embalagens e roupas com propriedades antimicrobianas); energia (painéis solares);
biorremediacdo, entre outros (KUMAR e YADAV, 2009; THIRUMURUGAN e
DHANARAJU, 2011; INGALE, 2013). As nanoparticulas metalicas sao amplamente utilizadas
como agentes antimicrobianos por apresentar uma grande area superficial e a crescente
resisténcia microbiana dos ions metalicos. Entre as nanoparticulas metalicas, as nanoparticulas
de prata (AgNPs) séo amplamente utilizadas, pois apresentam propriedades como estabilidade

quimica e boa condutividade. Dentre as atividades bioldgicas encontradas na literatura estdo a
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antimicrobiana, catalitica, antiviral, antifungica e anti-inflamatdria, podendo ser aplicadas em
cosmeéticos (cremes topicos e sprays), industria alimenticias e téxtil (tecidos anti-sépticos) e
componentes eletronicos (AHMAD et al., 2003; KLAUS-JOERGER et al., 2001). Diversos sdo
os tipos de bactérias que as nanoparticulas apresentam atividade, tais como: Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Salmonella typhi, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
(MORONES, 2005; GAJBHIYE et al., 2009). Além disso, possui atividade contra alguns virus,
sendo o mecanismo de inativacdo semelhante ao processo observado em bactérias, podendo ser
pela interacdo com proteinas presentes na superficie do virus ou através da interacdo com o
genoma viral (DNA ou RNA) (GALDIERO et al., 2011).

5 CONCLUSAO

Varios métodos quimicos, fisicos e biologicos tém sido utilizados na sintese de
nanoparticulas metalicas. Os métodos quimicos e fisicos sdo os mais utilizados, porém o
método de sintese verde tem sido reportado na literatura, devido ser um método mais
sustentavel, de baixo custo, gerando produtos menos téxicos, aumentando sua
biocompatibilidade. Diversos organismos sdo utilizados, porém, as nanoparticulas sintetizadas
por extratos vegetais sdo mais estaveis em relacdo aos outros métodos, devido as biomoléculas
(proteinas, alcaloide, flavonoides, terpenoides, polissacarideos, compostos alcodlicos e
vitaminas) presentes ocasionam a reducdo e estabilidade. O campo de aplicagcdo das
nanoparticulas vai desde a medicina a engenharia, criando infinitas possibilidades para seu uso.
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CAPITULO 11

SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E ANTIOXIDANTE DE NANOPARTICULAS PRODUZIDAS
POR SINTESE VERDE MEDIADA POR EXTRATO DA CASCA DO A. microcarpum

1 INTRODUCAO

A capacidade de manipular materiais bioldgicos para a sintese de nanoparticulas tem
sido foco de pesquisas cientificas. As aplicacdes dos nanomateriais abrangem diversas areas do
conhecimento tais como a Quimica, a Fisica, a Biologia, a Computacdo, as Engenharias e a
Medicina, aumentando a capacidade de armazenamento e processamento de dados dos
computadores, criando novos mecanismos para a producdo de farmacos, na criacdo de materiais
mais leves, baratos e mais resistentes, na economia de energia e na preservacdo do meio
ambiente (BORSCHIVER et al., 2005; MEDEIRQOS, et al.,2006).

Dentre as nanoparticulas de interesse cientifico, destacam-se as nanoparticulas de prata
(AgNPs), um tipo de nanoparticula metalica que tem sido aplicada nos mais diversos setores
biotecnoldgicos devido as suas propriedades dpticas, elétricas e bioldgicas Unicas. Elas
oferecem uma série de aplicacdes em varios campos, incluindo catalise, eletrénica e biologia
(PRABHU e POULOSE, 2012; RAI, 2013). As nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas
por via quimica e fisica. No entanto esses métodos envolvem o uso de produtos quimicos
perigosos e toxicos que podem ser prejudiciais a salde humana e ao meio ambiente. De modo
a contornar esses efeitos, recorreu-se ao uso de materiais bioldgicos, como plantas e
microrganismos, que apresentam protocolos de sintese simples, de baixo custo,
biocompativeis, ndo toxicos, podendo ser produzidos em larga escala (RAMYA e
SUBAPRIYA, 2012).

Entre os insumos utilizados na sintese verde de nanoparticulas, os extratos provenientes
de plantas tém sido bastante reportados na literatura, por atuar tanto como agentes quimicos
redutores quanto como agentes estabilizantes (MITTAL et al., 2013; INGALE, 2013). No que
concerne a parte da planta utilizada para a realizagdo da sintese verde de nanoparticulas
metalicas, o extrato proveniente das folhas é a escolha mais comum, mas também ha estudos
reportando o uso de sementes (LUKMAN et al., 2011; VIJAYARAGHAVAN et al., 2012),
raizes (GNANADESIGAN et al., 2012), cascas (SATHISHKUMAR et al., 2009; SHAMELI,
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K.etal., 2012; VELAYUTHAM et al., 2013), flores (MITTAL et al., 2012; NETHRADEVI et
al., 2012) e frutos (QUELEMES et al., 2013).

O Anacardium microcarpum D., conhecido popularmente como cajuizeiro ¢ uma
planta nativa do Brasil, encontrado principalmente na regifo Nordeste. E bastante utilizado
na medicina tradicional. As infusdes das cascas sdo utilizadas para o tratamento de
inflamac6es, reumatismo, tumores e doencas infecciosas (ALEXANDRE, 2008; TEDONG,
et al.,, 2010). Estudos realizados por Barbosa-Filho e colaboradores (2014) mostraram
atividade antioxidante do extrato da casca A. microcarpum, e a atividade ndo citotoxica frente

a leucécitos e eritrécitos humanos in vitro.

No presente estudo, relatamos a sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando o
extrato hidroetandlico da casca do A. microcarpum bem como sua avaliacdo das atividades

antioxidante e antimicrobiana.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparacdo do extrato hidroetandlico da casca do A. microcarpum

As cascas do caule do A. microcarpum foram coletadas na cidade llha Grande de Santa
Isabel — Piaui. Para a producdo do extrato hidroetandlico, as cascas, in natura, foram lavadas
em agua corrente para eliminacdo de residuos, desidratadas em estufa a 40° C e trituradas em
moinho de facas. No processo de maceracdo, foram utilizadas 50g de casca para um volume de
500 ml de solucéo extratora (Etanol+H>O em uma proporg¢éo de 70:30 v/v) por 48h, ao final do
processo, a solucdo foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo (55°C) até completa
evaporacdo do etanol. A solucdo concentrada foi congelada e posteriormente liofilizada para
obtencdo do extrato hidroetandlico da casca. O rendimento obtido do extrato das cascas foi de
16,4% (RIBEIRO et al., 2016).

2.2 Sintese de nanoparticulas de prata

O extrato da casca nas concentracbes (0,1% e 0,4% m/v) foi disperso em &gua
deionizada e a esta solugdo foi adicionado solucdo de nitrato de prata (AgNOs 1mM) na
proporcao de 1:1 v/v. Para avaliar o efeito do pH, as solu¢des do extrato foram previamente
ajustadas para pH 4, 7, 10 ou 11 antes da adi¢do do nitrato de prata. Apds a adicdo do sal de
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prata, o sistema permaneceu sob agitacdo por 24horas para as AgNPs ( 1a, 1b, 1c e 1d) e 2horas
de agitacdo para as AgNPs (2a e 2b) . A tabela 1, mostra a denominacao das nanoparticulas de

acordo com a concentracédo do extrato e o pH.

Tabela 1: Identificacdo das nanoparticulas sintetizadas com extrato hidroetandlico de A.

microcarpum.

Nanoparticula AgNP la AgNP1lb AgNP1lc AgNP1ld AgNP2a AgNP2b

Concentracéao 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,4% 0,4%
do extrato
pH 4 7 10 11 10 11

3 CARACTERIZACAO
3.1 Caracterizacdo por Espectroscopia de UV-Visivel

As medidas de absorbancia através da técnica de Espectroscopia de UV-Visivel
permitiram a caracterizacdo das nanoparticulas, devido as suas caracteristicas Opticas.
Aproximadamente 1 mL da amostra foram adicionados em uma cubeta de quartzo e diluidas
em agua na proporcao 1:5, para que o pico de absor¢do permanecesse dentro do limite de
deteccdo do espectrofotbmetro. As varreduras foram executadas entre 300 a 800 nm. As
analises de UV-visivel foram realizadas no espectrofotbmetro do Laboratério de
Biodiversidade e Biotecnologia (BioTec) na Universidade Federal do Piaui, modelo U-1800,

marca Hitachi.

3.2 Potencial Zeta

O potencial zeta das nanoparticulas de prata (AgNPs) foram determinados por DLS
utilizando o equipamento Malvern Zetasizer NanoZS, Versdo Software 7.1.1. O potencial zeta
foi determinado por meio da medida da direcdo e velocidade do movimento de uma particula
em um campo elétrico bem definido (HOLMBERG et al., 2002). As analises foram realizadas
no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV) na Universidade Federal do

Piaui.
3.3 Analise por rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) foi realizada utilizando um

instrumento NanoSight NS 300 com um modulo de laser de 642 nm e software NTA 3.2, para



23

obter o didmetro e concentracdo de particulas suspensas. Tomou-se uma aliquota usando uma
seringa de plastico e injetou-se lentamente na cAmara de amostra (aproximadamente 1 mL).
Assegurando-se de que ndo houvesse bolhas de ar visiveis e particulas aderidas as paredes da
camara, o foco e o nivel da camara foram ajustados para obter a melhor visdo possivel das
particulas, seguindo as orientagdes fornecidas pelo fabricante do equipamento. Cinco videos de
1 minuto de comprimento foram capturados, avancando a amostra o suficiente para que um
conjunto previamente ndo medido de nanoparticulas pudesse ser capturado pela cdmera antes
de iniciar cada video. Isto permitiu a medicdo de um maior nimero de particulas diferentes da
aliquota. As definicbes de analise, nomeadamente o limiar de deteccdo, foram definidas em
funcdo da intensidade da luz difusa observada nos videos capturados. Para todas as
formulages, foram feitas dilui¢des 1: 100 em &gua ultrapura. Cada um dos videos foi analisado
independentemente e os resultados sdo automaticamente mesclados em um gréafico de

distribuicdo de tamanho de particula.

3.4 Analise por Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As nanoparticulas e seus extratos correspondentes foram secos usando nitrogénio (N2
(9). A identificacéo foi realizada por infravermelho de transformada de Fourier (FTIR) usando
um espectrofotdbmetro Thermo Nicolet 6700 com a técnica de reflexdo total atenuada (ATR) na

faixa espectral de 4000 a 650 cm™.

3.5 Microscopia eletronica de transmissédo (MET)

Para analise de microscopia eletronica de transmissdo, 10 uL das amostras foram
montadas em grades de niquel revestidas por pelicula Formvar / carbono (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, EUA) e deixadas em repouso durante 2 min. O liquido em excesso foi
removido com papel de filtro. A visualizacéo foi realizada em um microscépico JEOL JEM
1400 TEM a 120 kV (Téquio, Japdo). As imagens foram gravadas digitalmente utilizando uma
camara digital CCD Orious 1100W Toéquio, Japdo no HEMS /i3S da Universidade do Porto.

3.6 Atividade Antioxidante (DPPH)

A atividade sequestradora de radicais livres DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil), das

nanoparticulas sintetizadas com o extrato hidroetanolico da casca do A. microcarpum em
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diferentes concentracdes, foi avaliada de acordo com o método descrito por Brand-Williams et
al. (1995), com modificacdes. Cento e sessenta microlitros das AgNPs foram misturados com
830 pL de DPPH a 0,3 mM em etanol. A mistura foi deixada em repouso a temperatura
ambiente durante 30 minutos no escuro. O controle negativo foi de 830 pl de 0,3 mM DPPH
com 170 pL de agua, enquanto que o &cido ascorbico foi utilizado como controle positivo. A
absorbancia foi medida a 517 nm usando espectofotdometro Shimadzu UV-180.

As atividades antioxidantes das AgNPs foram expressas em porcentagem de reducéo do
DPPH obtida pela Equacédo 1, onde AC (absorbancia da solu¢do de DPPH sem a amostra) e AS
(absorbancia da amostra com o DPPH). Os resultados serdo apresentados em Concentracao de
Inibicdo de 50% (ICso).

DPPH Scavenged = (AC — j—“;) X100 Q)

O valor de ICso, definido como a concentragdo minima de antioxidante necessaria para
reduzir em 50% a concentracéo inicial de DPPH, foi calculado através de regressdo linear do
grafico de porcentagem de inibicdo do DPPH (eixo y) versus concentracdo dos extratos (eixo
X) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

3.7 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para estudar as propriedades antibacterianas das AgNPs foram selecionadas duas
bactérias: Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 29213) e Gram-negativa (Escherichia
coli ATCC 25922). Os micro-organismos foram cultivados em caldo de Mueller-Hinton agar a
37 °C durante 24 horas em condicdes aerdbicas. Em seguida, uma suspensdo das amostras
bacterianas foi diluida e comparado com a escala McFarland de 0,5 (1-2 x 108 UFC/mL),
preparada em uma solucdo cloreto de sédio isotonico 0,85%. Depois disso, esta solucdo foi
diluida dez vezes (1 x 10" UFC /mL) e usadas como in6culo nos ensaios.

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada de acordo com CLSI (2012)
com algumas adaptacdes, utilizando placa de 96 pogos de microdiluigio onde 5 x 10° UFC/mL
das bactérias foram expostas a uma microdilui¢do seriada de raz&o dois das AgNPs em que a
concentragdo variou de 250 a 31,2 uM/Ag/mL. O mesmo procedimento foi utilizado para
determinar a CIM do AgNO3 com a concentracao variando 250 a 31,2 pM/Ag/mL e do extrato
da casca variando 250 a 31,2pug/Ext/mL.



25

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Espectroscopia UV-Visivel

Na sintese de nanoparticulas, varios par@metros podem ser avaliados juntamente com
sua otimizacdo, tais como tempo de reacdo, pH do meio, temperatura e concentracdo de
reagentes, interacdo particula-particula e forma e tamanho do produto final. Dentre esses
parametros, o tempo de reacdo, o pH de sintese e concentracdo de extrato foram monitorados
por espectroscopia UV-vis na regido de 330 a 800nm. Conforme descrito na literatura, a técnica
espectroscopia na regido do visivel é realizada tipicamente para confirmacao preliminar da
formacdo das nanoparticulas. 1sso ocorre, pois as nanoparticulas formadas apresentam
espectros eletromagnéticos carateristicos devido a ressonancia plasmoénica de superficie (SPR)
(BAKER, 2013).

A formagdo das AgNPs por sintese verde utilizando o extrato hidroetandlico das cascas
da planta A. microcarpum na concentracdo 0,1% a partir da mistura da solucdo de AgNO3 foi
realizada verificando a variacdo do pH de sintese nos valores 4,7,10 e 11. Quando o sal de prata
foi adicionado ao extrato resultou na mudanca de cor de amarelo para castanho, como mostrado
na figura 1. A alteracdo da cor é devida a presenca de nanoparticulas de prata formadas pela
reducdo do sal de prata que ocorreu devido a presenca de agentes redutores. Sathishkumar e
colaboradores (2009) realizaram um estudo com a casca do caule de Cinnamom zeylanicum e
relataram que agentes redutores naturais como terpenoides foram os responsaveis pela reducao

de sal de prata para a formacédo das AgNPs.

Figura 1. Imagens da suspensao coloidal das AgNPs usando extrato da casca A. microcarpum
onde (a) Extrato, (b) AgNP.
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Na figura 2 verifica-se as bandas plasmonicas em torno de 417, 433, 410 e 417nm,
respectivamente para as nanoparticulas sintetizadas a pH 4,7,10 e 11. A medida que o pH
diminui observa-se alargamento na banda de ressonancia plasménica. A alteracdo no pH afeta
a forma e o tamanho das particulas, pois o pH tem a capacidade de alterar a carga de
biomoléculas, o que pode afetar o seu nivelamento, bem como habilidades estabilizadoras.
Verma e colaboradores (2016) avaliaram o pH do extrato da folha de A. indica (Neem) numa
faixa de 9 a 13, e observaram que as AgNPs formadas com pH maior apresentaram uma
intensidade de absorcédo elevada quando comparados aos outros valores de pHs, indicando que

o0 pH alcalino é mais favoravel para a sintese de nanoparticulas.

Figura 2. Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de prata com extrato de A. microcarpum
variando os valores de pH: (AgNP 1a) pH 4, (AgNP 1b) pH 7, (AgNP 1c) pH 10 e (AgNP 1d)
pH11.

2.0 —EXT.01%
18 ——AgNP 1a
] ——AgNP 1b
1,6 - —AgNP 1c
: ——AgNP 1d
1.4
5
s 124
m ]
E 10+ 1
1d
S 08
w i 1c
0
< 06
13
0.4
0.2
0,0 : : , . : :
400 500 600 700 800

Wavelength (nm)

Além da avaliacdo do efeito do pH na sintese de nanoparticulas foram verificadas ainda
o efeito do tempo de reagdo, no intervalo de 5minutos, 24, 48 e 72horas. Ap0s o0 tempo de
5minutos, para as nanoparticulas sintetizadas com pH 4, pode-se observar que ndo houve
formacdo da banda plamonica, indicando que o tempo de reacdo ndo foi suficiente para a
reducdo da prata (figura 3a). Nota-se na figura 3b-d, que com o aumento do pH de sintese,
ocorre um estreitamento da banda plasmonica para comprimento de onda variando de 350 a
500nm. Além disso, com o passar do tempo de reacdo de formacdo das nanoparticulas,

observou-se um aumento na absorcdo. Esse resultado pode ser atribuido ao fato de que, o
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prolongamento do tempo da reacdo para as amostras preparadas, ocasiona aumento na

intensidade plasmoénica, indicando que ions de prata sdo reduzidos. Os resultados estdo

correlacionados aos de Shankar et al. (2004) , pois com a passagem do tempo, a intensidade da

banda SPR aumentou sem qualquer mudanca no comprimento de onda do pico. Assim, as

condicOes desejadas para a formagdo das nanoparticulas seria com maiores valores de pH (10

ell) e com o tempo de sintese de 24horas.

Figura 3. Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de prata com extrato de A. microcarpum com
tempos de reacédo: (a) AgNP 1a, (b) AgNP 1b, (c) AgNP 1c e (d) AgNP 1d nos tempos 5min,

24,48 e 72horas.
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A fim de verificar o efeito da concentragcdo do extrato no processo de formacgéo de

nanoparticulas, a concentracao do extrato foi estudada com o valor de 0,4%, com o valor de pH

variando 10 e 11. Na figura 4, pode-se observar a presenca da banda plasmonica em 415 e 412

nm para as AgNPs 2a e 2b. Observa-se que a AgNP 2b apresentou absorbancia maior que AgNP


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S168785071500120X#bib30
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2a. Essa intensidade da banda esta diretamente relacionada com a quantidade de nanoparticulas
presentes em solugéo (LEFF et al., 1995).

Figura 4. Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de prata com extrato de A. microcarpum com
a concentracdo do extrato 0,4%: (a) AgNP 2a- pH 10 e (b) AgNP 2b- pH 11 com o tempo de
reacdo 2 horas.
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A concentracdo e o tempo de reacdo do agente redutor da prata foram fatores
determinantes para a sintese das nanoparticulas. Observando os graficos de absorcdo do UV-
vis, podemos notar que houve formacdo das nanoparticulas ao utilizar o extrato com a maior
concentragdo (0,4%) em tempo de reacdo de 2horas, e sendo este tempo inferior quando
comparado a sintese com a concentracdo 0,1% que precisou de 24 horas para a formacdo das
AgNPs. Conforme descrito por Kasthuri et al. (2008), a diferenca na sintese de acordo com as
concentragdes do extrato pode ocorrer, visto que concentracdes maiores tendem a favorecer a
rapida reducdo do sal metélico. SONG (2009) e SARKAR (2009) relataram que concentracoes
maiores do extrato e os tempos menores de reacdo favorecem a producdo de nanoparticulas
menores, ocorrendo a formacdo de grandes quantidades de pequenos nucleos de AgNPs,
formando particulas menores e possivelmente levando ao retardo do crescimento dessas

nanoparticulas.

Alguns estudos ja foram realizados sintetizando nanoparticulas metalicas com o extrato

da folha e o exsudato do A. occidentale. Sheny e colaboradores (2011) mostraram 0 uso do
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extrato aquoso da folha do A. occidentale para formacg&o de nanoparticulas de Au, Ag e Au-Ag.
A SPR para AuNP foram obtidas em 529nm e 526nm e as AgNP obtiveram uma absorg¢éo
420nm e 422nm. Além da folha, o exsudato também foi objeto de estudo para sintetizar AgNPs
onde a absorbancia obtida foi no comprimento de onda de 420nm. Correlacionando a este
estudo, podemos observar, que ambos os estudos obtiveram valores da banda plasménica de

superficie, muito proximo as nanoparticulas sintetizadas com a casca do cajui.

Os principais fitoquimicos responsaveis por converter ions de prata a prata zero durante
a sintese de nanoparticulas sdo usualmente os terpendides, glicosideos, alcaloides e compostos
fenolicos (flavonoides, cumarinas, ubiquinonas, taninos, etc.) (MARISELVAM et al., 2014;
KRISHNARAJ, et al., 2006). Na composicdo quimica do extrato hidroetandlico da casca do A.
microcarpum foi comprovada a presenca de saponinas, fendis, taninos, flavonoides, acicar
organico e agucar redutor (RIBEIRO et al., 2016). E bem estabelecido na literatura o fato de
compostos fendlicos tem papel determinante na reducédo de ions de prata (ARUNACHALAM
etal., 2013). Tendo-se em vista a composicao acima relatada, a reducéo de Ag* para Ag® usando
0 extrato da casca do A. microcarpum pode ser atribuida a presenca desses compostos, onde 0s
mesmos desempenham um papel de agente redutor e estabilizante sem qualquer envolvimento

de produtos quimicos adicionais.

Com base nos resultados obtidos por espectroscopia de uv-visivel, algumas amostras
foram selecionadas para dar prosseguimento ao estudo. Para as nanoparticulas sintetizadas na
concentracdo 0,1%, foram selecionadas duas nanoparticulas (AgNP 1c e AgNP 1d). Ja para as
nanoparticulas sintetizadas com concentracdo 0,4% foram selecionadas (AgNP 2a e AgNP 2b),
para os testes de potencial zeta, analise por rastreamento de nanoparticulas, Espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, Microscopia Eletronica de Transmissao e os testes

antioxidante e antimicrobiano.

4.2 Potencial Zeta

A determinacéo do valor de potencial zeta para sistemas coloidais e nanoparticulas tem
grande importancia, pois este pode ser relacionado a estabilidade das mesmas. Como mostrado
na Tabela 3, todas as suspensdes tém potenciais zeta carregadas negativamente em meio aquoso
fato este que pode ser atribuido a composicdo do extrato. O valor obtido para o extrato
apresentou resultado negativo (-27,6 mV).
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Para AgNP 1c-d, os valores foram de -56,0 e -49,7mV e para as AgNp 2a-b os valores
foram de -52,4 e -51,3mV. Segundo Ribeiro e colaboradores (2011) quanto maior o potencial
zeta, maior a tendéncia da suspensdo a estabilidade, pois as particulas carregadas se repelem
entre si, com uma forca que supera a tendéncia natural de agregacdo. Este é influenciado

principalmente pela concentracdo eletrolitica e pelo pH da suspenséo coloidal.

Tabela 3. Potencial Zeta das nanoparticulas sintetizadas por extratos da casca do A.
microcarpum nas concentracdes 0,1% e 0,4% (AgNP 1c-d e AgNP 2a-b).

Amostra Zeta Potencial (mV)
AgNP 1c -56,0

AgNP 1d -49,7

AgNP 2a -52,4

AgNP 2b -51,2
Extrato -27,6

4.3 Analise por rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A andlise de rastreamento de particulas (NTA) é um método usado para a andlise e
visualizacdo direta de nanoparticulas baseado no movimento Browniano, identificando e
detectando particulas em solucdo, permitindo efetuar o calculo do didmetro hidrodinamico, a
distribuicdo do tamanho das particulas em solucdo e videos que registram o movimento

individual das particulas e que, portanto, fornecem informacdes sobre suas caracteristicas.

Analisando os resultados através da técnica de NTA (Figura 5a-d), as AgNP 1 c-d
apresentaram um tamanho médio de 72,9 +3,5 nm e 172,0 + 41,5 nm respectivamente para a
sintese a pH 10 e 11 e para AgNP 2 a-b 93,0 + 4,7 nm e 208,3 + 24,2 nm respectivamente para
a sintese a pH 10 e 11. Pode-se verificar que as nanoparticulas apresentaram menores valores
de tamanho para a sintese a pH 10 em ambas as concentragdes de extrato empregadas.
Entretanto, para todos os sistemas foi observado distribuicdo multimodal com mais de uma

populagéo de tamanho.
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Figura 5. Analise quantitativa do tamanho de particula por andlise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA) para (A) AgNPs-1c (8,91 x 10° particulas/mL), (B) AgNPs-1d (3,30 x
10° particulas/mL), (C) AgNps-2a (6,20 x 10° particulas/mL), (D) AgNPs-2b (2,82 x 10°

particulas/mL).
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4.4 Estudos Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As nanoparticulas foram analisadas por FTIR a fim de investigar a presenca ou auséncia
de alguns grupos funcionais que contribuem para a reducdo dos ions Ag* a Ag° e, por
conseguinte, na formacdo das AgNPs. Analisando a Figura 6, observa-se que ha diferencas na
regido de 1800-1200 cm™*. As bandas centradas em 1689 cm™, 1607 cm 1, 1532 cm™, 1447
cm?t e 1219 cm? foram associadas com o agrupamento C=0, amida I, amida I, C-O-H de
vibracOes de acido carboxilico e C-OH vibracdes de polidis, respectivamente (Sheny et al.,
2011). A banda larga a 3308 cm™ ¢ caracteristica do grupo funcional hidroxi (-OH), presente
em agua, alcoois e compostos fenolicos. A frequéncia na regido de 1323 cm™ é atribuida a
vibragdo de estiramento C-N de grupos amina de aromaticos (Sheny et al., 2011). No espectro
obtido para a AgNp pode-se observar o deslocamento das bandas em 1607 e 3308 cm™ para
1591 e 3247 cmt, bem como a diminuicdo de intensidade da banda em 1447 cm™ e ainda um

deslocamento da banda de 1323 para 1318 cm™ mudancas estas que sugerem o envolvimento
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de grupos amida | na reducdo da prata, como ja relatado para AgNPs obtidas em sintese verde
(CRUZ et al., 2010; KUMAR et al., 2010).

A analise de infravermelho sugere que os compostos fendlicos presentes no extrato
foram também responséaveis pela reducdo da prata em nanoparticulas. Em estudo desenvolvido
por Nayak et al., (2015) foram sintetizadas nanoparticulas de prata com extrato da casca Ficus
benghalensis e Azadirachta indica e observaram grupos funcionais como O-H e N-H, que sdo
0s principais componentes constitucionais presentes nos flavonoides, terpenoides e fendis e
atribuiram a formacéo das nanoparticulas de prata a esses compostos. Estudos com extrato de
Gymnema sylvestre e Coffea arabica revelou, através da analise de FTIR, que os polifénois e
proteinas presentes no extrato foram os principais responsaveis pela reducéo e estabilizacao
das nanoparticulas (NETALA et al., 2016; DHAND et al., 2016).

Figura 6. Espectros de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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4.5 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

A morfologia das AgNPs foi avaliada por MET com alteracdo da concentracéo e pH. A
figura 7 a-b representa nanoparticulas com concentragdo 0,1% com o pH 10 e 11 e a figura 7 c-
d mostra AgNPs 0,4% com pH 10 e 11. As imagens de MET das nanoparticulas formadas com
maior concentragdo mostra que as AgNPs foram escassas quando comparadas com as de menor
concentragéo (0,1%), deduzindo que, devido a concentragdo do extrato ser superior ao nitrato

de prata, houve a formacéo de poucas nanoparticulas, figura 6a-d.
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As nanoparticulas apresentaram na sua maioria morfologia esférica, com boa dispersdo
e ndo houve agregacao entre elas. Além disso, as AgNP estdo cobertas de uma fina camada de
material organicos provenientes do extrato do caule, proporcionando a estabilizacdo (Figura 6a-
d). Os resultados obtidos por microscopia sdo corroborados pela analise de UV-Vis, pois
conforme teoria de Mie, apenas uma Unica banda plasmonica é esperada no espectro de
absorcdo de nanoparticulas esféricas com uma banda SPR variando de 350 a 550
(KLABUNDE, 2001). Parveen e colaboradores (2016) e Sowmyya et al., 2017, relataram no
seu trabalho que os materiais organicos do extrato da folha de Excelsior fraxinus e da casca do
caule de Soymida febrifuga foram os responsaveis pela estabilizacdo e a ndo aglomeracédo das
nanoparticulas, tornando assim, os extratos das plantas candidatos promissores para a sintese

verde de nanoparticulas de prata.

Figura 6. Imagens MET representativas de nanoparticulas (A) AgNPs 1c (B) AgNPs 1d (C)
AgNPs 2a (D) AgNPs 2b, ampliacao de 300000X e Barr = 50 nm.

4.6 Atividade antioxidante (DPPH)

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidag&o, através de um
Ou mais mecanismos, tais como inibigdo de radicais livres e complexagdo de metais (PIETTA,
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2000). Os radicais livres sdo responsaveis por causar um grande nimero de doencas, incluindo
cancer (KINNULA e CRAPO, 2004 ), doencas cardiovasculares ( SINGH e JIALAL, 2006 ),
distarbios neurais ( SAS et al., 2007), doenca de Alzheimer (SMITH et al. 2000),
envelhecimento ( HYUN et al., 2006 ) entre outras. Os antioxidantes podem ser sintéticos ou
naturais e podem ser utilizados como aditivos em gorduras e Gleos em inddstrias de

processamento de alimento para evitar a deterioracdo dos alimentos (SINDHI et al., 2013).

A atividade antioxidante das nanoparticulas AgNP 1c-d e AgNP 2a-b foi avaliada pelo
método DPPH. Todas as amostras apresentaram atividade antioxidante (Tabela 4). Em relacdo
aos resultados da capacidade de sequestro de radicais DPPH para as nanoparticulas, observa-se
um aumento dose dependente na porcentagem de inibicdo para as nanoparticulas de prata
sintetizadas. A porcentagem de inibicdo para as menores concentragdes de AgNPs 1c-d (5
pg/mL) foi de 27,55% e 7,54% enquanto para a maior concentragao 50ug/mL foi encontrado
um valor de inibicdo de 81,85% e 36,20% respectivamente para a AgNPs 1c e AgNPs 1d. Ja
para as nanoparticulas AgNP 2 os valores de maior inibicdo foram de 81,2% e 55,49%, e para
menor inibigéo foi de 31,40% e 12,34% respectivamente AgNP 2a e AgNP 2b. Ribeiro (2016)
realizou estudo com o extrato hidroalcoolico da casca A. microcarpum nas concentracdes de
100pg/mL a 10pg/mL. Foi observado que na maior concentracdo a inibicdo foi 71,28% e na
menor o potencial de inibicdo foi 14,22%. Os valores das AgNPs 1d e 2b indicam que as
nanoparticulas conjugadas ao extrato tem melhor atividade antioxidante em comparagdo ao

extrato sozinho na concentra¢do de 10pg/mL.

Tabela 4. Porcentagem de inibicdo do DPPH para as AgNP 1c-d e 2a-b e a concentracdo

inibitéria minima ICsg .

Concentragéo (ug/mL)  AgNP 1c AgNP 1d AgNP 2a AgNP 2b
50 81,85 36,20 81,24 55,49
30 57,44 30,88 77,62 30,30
20 46,05 27,92 67.50 39,07
10 35,20 12,21 49,72 13,39
5 27,55 754 31,40 12,34
ICso (ug/mL) 24,54 38,15 10,09 36,11

A atividade do antiradical expressa pelo parametro ICso é definida pela concentragdo

necessaria do antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH, logo quanto menor o ICsy,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016412000357#b0135
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016412000357#b0245
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016412000357#b0235
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016412000357#b0255
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016412000357#b0105
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maior a atividade antioxidante do material. Os valores de I1Cso para AgNP 2a foi de 10,09ug/mL,
enquanto para AgNP 1d s&o necessarios 24,54jug/mL para que aconteca a mesma redugdo do
radical. Em comparacdo ao acido ascorbico todas as nanoparticulas apresentaram melhor
resultado que o padréo que foi de 186 pg/mL. Quando comparamos os valores ICsg das AGNP 1
c-d e AgNP 2a-b com o extrato da casca observamos valores menores, pois o estudo realizado
por Ribeiro (2016), a concentracdo capaz de reduzir em 50% foi de 69,68 pg/mL. Corroborando
os resultados obtidos por FTIR, sugerimos que a atividade antioxidante das AgNPs sintetizados

com A. microcarpum esteja relacionada a presenca de compostos fenolicos.

Extratos etandlicos fracionados do A. microcarpum também foram relatados quanto sua
atividade antioxidante através do método DPPH (BARBOSA-FILHO et al., 2014). Os
resultados indicaram a capacidade do extrato de transferir elétrons ou atomos de hidrogénio
para radical DPPH, apresentando I1Cso de 32,86 pg/mL. Ravichandran et al., (2016) avaliaram
a atividade antioxidante de nanoparticulas de prata sintetizadas com o extrato da folha
Atrocarpus altilis, encontrando percentual de reducéo ICso 51,17 pg/mL quando comparado ao

acido ascorbico 42,70pg /mL

4.7 Concentracao inibitéria minima (CIM)

A resisténcia bacteriana tem se tornado um problema de salde publica, devido ao
namero maior de estirpes resistentes a antibidticos. Por esse motivo ha um forte incentivo para
0 desenvolvimento de novos bactericidas (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004). Os
nanomateriais tém surgido como novos agentes antimicrobianos devido a sua elevada superficie
em relacdo ao volume e suas propriedades fisico-quimicas (MORONES et al, 2005; KIM et al,
2007). Dentre os materiais nanoestruturados, as nanoparticulas de prata se destacam devido seu

largo espectro na acdo biocida contra diversos micro-organismos.

A atividade antimicrobiana da prata é conhecida desde a antiguidade, sendo que a
mesma era utilizada na cicatrizacdo de ferimentos, queimaduras e no tratamento de infec¢oes
oculares de recém-nascidos (DALLAS et al., 2011). A prata como agente bactericida também
se tornou de interesse, devido sua alta toxicidade aos microrganismos e baixa toxicidade a
células humanas (PAL et al., 2007). A atividade antimicrobiana das Ag-NPs pode ser

influenciada por fatores, tais como o tamanho, a forma, a carga superficial, a agregacéo e a
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dissolugdo de ions. Diversos sdo os tipos de bactérias que as nanoparticulas apresentam
atividade, tais como: as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e S. Epidermidis) e
as Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella typhi)
(MORONES, 2005; GAJBHIYE et al., 2009). Além disso, possui atividade contra fungos como
Candida albicans e Raffaellea sp. (KIM, et al., 2008, 2009) e contra virus HIV-1 e Hepatite B
(ELECHIGUERRA et al. 2005; LU et al. 2008).

A técnica de microdiluicdo foi utilizada para determinacdo da concentracédo inibitoria
minima (CIM) que é a concentracdo mais baixa de um agente antimicrobiano que inibe o
crescimento visivel de um micro-organismo (DAVIDSON e PARISH, 1989; ANDREWS,
2001). A Tabela 5 mostra a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata com
sintetizadas com o extrato da casca do A. microcarpum (AgNP 1c-d e AgNP 2a-b). Além disso,
mostra os valores obtidos para o nitrato de prata (AgNO3) e para o extrato de A. microcarpum.
O estudo foi realizado para a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Escherichia coli ATCC 25922.

Tabela 5. Concentracéo inibitéria minima das AgNP 1c-d e AgNP 2a-b (ug/Ag/mL), AgNOs
(ng/Ag/mL) e Extrato (ng/Ext/mL).

Staphylococcus aureus Escherichia coli

ATCC 29213 ATCC 25922

Extrato 250pg/Ext/mL **

AgNOs 62 uM/Ag/mL 31 uM/Ag/mL
AgNP 1c 125 uM/Ag/mL 250 uM/Ag/mL
125pg/Ext/mL 250ug/Ext/mL
AgNP 1d 125 pM/Ag/mL 125 uM/Ag/mL
125pg/Ext/mL 125pg/Ext/mL
AgNP 2a 125 uM/Ag/mL 125 uM/Ag/mL
500pg/Ext/mL 500pg/Ext/mL
AgNP 2b 125 pM/Ag/mL 125 pM/Ag/mL
500pg/Ext/mL 500pg/Ext/mL

** Nao houve atividade antimicrobiana

O extrato da casca do A. microcarpum apresentou efeito antimicrobiano na concentragao

de 250pg/mL para a Bactéria Gram-positiva S. Aureus. Porém, para a bactéria Gram-negativa


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Raffaella+sp.&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi58rrxzL_SAhXBhpAKHdhtB4EQBQgXKAA
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E.coli, ndo apresentou nenhuma inibigéo, conforme tabela 5. Conforme reportado na literatura,
0 extrato hidroetandlico possui atividade 6,25 mg/mL do extrato para S. aureus, valor esse
superior ao do nosso estudo, porém néo é eficiente para E. Coli, corroborando com 0s nossos
resultados (SILVA, et al., 2007). Avaliando o resultado obtido para AgNO3, sobre a bactéria S.
aureus apresentando um CIM de 62uM/Ag e para E. coli de 31uM/Ag. Esses resultados

também ja foram descritos em outros estudos.

Na determinacdo da CIM (Tabela 5), as nanoparticulas foram eficientes contra a os
microrganismos testados. As AgNP 1c apresentou um efeito antimicrobiano superior sobre S.
aureus do que sobre E. coli, visto que o extrato possui atividade para S. aureus. As AgNP 1d
apresentou resultado semelhante para ambas bactérias. Estudo realizado por Anand et al.,
(2014) foram sintetizadas nanoparticulas com extrato da fruta Terminalia bellirica e testadas
contra S. aureus e E. coli e verificaram que a concentracdo inibitéria minima para as AgNPs foi

2000pg/Ext para ambas bacteérias.

Observando os resultados frente ao extrato, podemos ver uma eficacia quando a prata
foi adicionada, a atividade que antes foi obtida com 250ug/mL de extrato ao ocorrer a
biorreducdo a quantidade caiu para 125ug/mL. A presenca de diversos compostos como
taninos, alcaldides e compostos fenolicos possui acdo comprovada, agindo diretamente na
parede celular bacteriana, inibindo os sistemas enzimaticos para a formacédo da mesma (JORGE
et al., 1996, AKINPELU, 2001). Porém, quando comparamos com o nitrato de prata, o efeito
antimicrobiano é maior do que para as nanoparticulas. Alguns trabalhos relatam valores
menores de CIM para AgNOs em comparagdo com as nanoparticulas (XIU et al., 2011;
RADZIG et al., 2013). Conforme descrito por Xiu et al. (2011), os ions de Ag+ apresentam
maior atividade antimicrobiana do que as nanoparticulas, isso ocorre devido a maior
biodisponibilidade e potencial de captacdo dos ions Ag+ em comparacdo as AgNPs, elevando

a toxicidade para bactéria.

As nanoparticulas sintetizadas com extrato a 0,4% (AgNP 2a-b), também foram
avaliadas quanto ao seu efeito antimicrobiano. Observa-se que o efeito para S. aureus e E. coli,
foram iguais (125 puM/Ag/mL e 500ug/Ext/mL). Em relacdo as AgNPs 1c-d, que foram
sintetizadas com a concentragdo menor do extrato (0,1%), as AgNPs 2a-b apresentaram menor
efeito antimicrobiano em relagcdo a concentracdo do extrato de 125 para 500ug/Ext/mL. Esse

dado reforca a ideia de que o extrato da casca do A. microcarpum forma um recobrimento nas
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nanoparticulas de prata, impedindo a liberacdo dos ions prata e inibindo a sua acéo
antimicrobiana, conforme visto nos resultados de MET.

5 CONCLUSAO

A sintese de nanoparticulas com extrato hidroetandlico do A. microcarpum foram
investigadas, na qual se foram obtidas eficientemente. Os compostos presentes no extrato foram
atribuidos a reducdo do sal precursor em AgNPs. As nanoparticulas foram caracterizadas
utilizando UV-Vis, MET, NTA e Potencial Zeta, confirmando a formacéo das AgNPs de forma
esférica com tamanhos variando entre 72,9- 208,3 nm e carga superficial entre -49,7mV a -
56,0mV. A andlise por FTIR confirmou a presenca dos compostos ativos responsaveis pela
formacéo e atividade biologica das nanoparticulas.

Para as atividades bioldgicas, todas as AgNPs demostram notavel atividade
antioxidante. As nanoparticulas que obtiveram a menor concentragdo necessaria do
antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH percentual de foi AgNP 2a com Icso de 10,09
pg/mL, valor menor que o padréo utilizado, demostrando um potencial antioxidante. Para a
atividade antimicrobiana, as nanoparticulas sintetizadas com concentracdo menor do extrato se
mostram mais promissoras com CIM 125uM/Ag/mL e 125ug/Ext/mL em relacdo as

nanoparticulas com concentragcdo maior de extrato.
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