N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

Fitossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando extrato agquoso de
partes vegetais de guarané (Paullinia cupana Kunth): estudo dos parametros

reacionais, caracterizacao e atividades bioldgicas in vitro

ALAN KELBIS OLIVEIRA LIMA

BRASILIA/DF
MARCO DE 2024



N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

Fitossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando extrato aquoso de
partes vegetais de guarana (Paullinia cupana Kunth): estudo dos parametros

reacionais, caracterizacao e atividades bioldgicas in vitro

Tese apresentada ao programa de PoOs-
Graduagdo em Biologia Animal, do
Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Brasilia, como parte
integrante dos requisitos para a obtencéo do
titulo de Doutor em Biologia Animal.

Orientadora: Proft. Dra. Monica Pereira
Garcia

BRASILIA/DF
MARCO DE 2024



N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

ALAN KELBIS OLIVEIRA LIMA

Fitossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando extrato aquoso de
partes vegetais de guarana (Paullinia cupana Kunth): estudo dos parametros

reacionais, caracterizacao e atividades bioldgicas in vitro

Tese apresentada ao programa de Pos-Graduacdo em Biologia Animal, do Instituto de
Ciéncias Biol6gicas da Universidade de Brasilia, como parte integrante dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Doutor em Biologia Animal.

COMISSAO EXAMINADORA

Profé, Dra. Mobnica Pereira Garcia — Orientadora
Universidade de Brasilia— UnB

Profé. Dra. Laise Rodrigues de Andrade
Universidade de Brasilia— UnB

Prof2. Dra. Patricia Bento da Silva
PerkinElmer do Brasil Analitica

Prof. Dr. Gustavo Frigi Perotti
Universidade Federal do Amazonas - UFAM

Prof. Dr. Jodo Paulo Figueiré Longo
Universidade de Brasilia— UnB



A LENDA DO GUARANA

Na aldeia havia um casal de indios que tinha um filho. Neste resumiam-se todas as esperancas e
felicidade do casal maué. Ele era bom, bom menino, espalhava o bem em derredor de si. Um dia o
espirito do mal resolveu eliminar aquele prodigio da aldeia. Apesar da estreita vigilancia exercida pela
tribo em torno do curumim, este conseguiu iludi-la. Trepou a uma arvore, a fim de colher frutos. lurupari
transformou-se em cobra e atacou-o. Quando foram atras do garoto, acharam-no morto, os olhos muito-
muito abertos para o céu, com uma expresséo de rara felicidade boiando neles. Nesse instante, tremenda
descarga elétrica sacudiu a paisagem e um raio caiu nas proximidades, fazendo silenciar as lamentacdes
da tribo, calando as carpideiras. Vai entdo, a mae do menino falou, falou, explicando que Tupa
manifestara-se, pedindo que enterrassem os olhos da crianca. A mde, porém, ndo poderia fazé-lo,
cabendo essa obrigacdo a outrem. Ninguém na tribo se atrevia a tomar qualquer iniciativa. Recorreu-se
a sorte. Uma vez enterrados os olhos do menino, deles brotou uma planta arbustiva. E por isso que as
sementes do guarana sao semelhantes a olhos vivos.
Mério Ypiranga Monteiro em “Antropogeografia do guarana”
Conselho Nacional de Pesquisas, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (1965)
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RESUMO

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPS) por rotas mais seguras € com menor
impacto ao meio ambiente é de grande interesse por abordar métodos biocompativeis
que podem aumentar a escala de producéo e é util também porque pode ser utilizada em
substituicdo aos métodos quimicos potencialmente toxicos. Sendo denominada de
“sintese verde”, essa rota utiliza organismos bioldgicos ou parte deles e que, devido a
presenca dos seus metabdlitos, sdo capazes de reduzir os ions de prata (Ag™) e promover
a estabilizacdo da prata coloidal (AgP®). Dessa forma, esse estudo propds a sintese verde
de AgNPs utilizando extratos aquosos de guarana (Paullinia cupana), uma planta nativa
da Amazonia, investigando fatores como (i) a parte da planta utilizada, (ii) o modo de
preparacdo dos extratos, (iii) a época de coleta do material vegetal e (iv) os parametros
envolvidos na sintese (concentracdo do extrato, concentracdo do sal metélico,
temperatura e equipamento/fonte de energia) que podem exercer influéncia sob as
propriedades fisico-quimicas, bem como nos ensaios bioldgicos aos quais as
nanoestruturas foram submetidas. Os extratos aquosos das folhas e flores de guarana
foram caracterizados quanto ao perfil fitoquimico revelando a presenca de &cidos
fenolicos, alcaloides e flavonoides como compostos majoritarios, enquanto nos ensaios
bioguimicos observou-se maiores teores de fenois totais e capacidade de eliminacéo de
radicais livres nas amostras preparadas por decoccdo. Em relacdo a parte da planta
utilizada e avaliando a sazonalidade, os resultados demonstraram que as AgNPs com
caracteristicas desejaveis tinham diametros hidrodindmicos entre 68,5 e 107,3 nm
quando sintetizadas com extratos dos foliolos do periodo seco (AgNPs-PS) e chuvoso
(AgNPs-PC), respectivamente, e de 61,4 a 78,87 nm quando utilizado o extrato das
flores (AgNPs-FL). A morfologia das AgNPs foi predominantemente esferoidal, com o
potencial Zeta negativo para todas as amostras analisadas, alcancando cerca de —30 mV,
0 que indica boa estabilidade coloidal. As investigacOes realizadas a partir das
alteracbes dos parametros reacionais envolvidos na sintese verde demonstrou a
modulacdo na sintese das AgNPs e em suas caracteristicas fisico-quimicas, com 0s
melhores rendimentos sob as condicdes otimizadas a partir da concentracao de 2 mg/mL
do extrato aquoso de foliolos da planta e 2 mM do sal metélico, temperatura de 70 °C e
com a sintese realizada em banho-maria. Quanto as bioatividades, as AgNPs exibiram
acao antibacteriana contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas e destacaram-se
qguanto a capacidade antioxidante contra os radicais DPPH e ABTS de maneira
dependente da dose, além de demonstrarem efeitos anticancer diminuindo a viabilidade
celular de linhagens tumorais de cancer de pele ndo melanoma e de pulméo, mesmo que
de forma inespecifica ja que tais efeitos também foram descritos para linhagens nédo
tumorais. As AgNPs apresentaram ainda atividade catalitica com degradacéo do corante
azul de metileno em 40 minutos e laranja de metila em até 14 minutos. Em relagdes aos
testes inseticidas, os menores valores de CLso e CLgo das AgNPs confirmaram sua
eficacia contra larvas e pupas do Aedes aegypti em comparacdo a acao observada pela
solucéo do sal metalico a partir de diferentes tempos de exposi¢cdo. Em suma, a partir
desses resultados, é possivel inferir que os extratos aquosos de Paullinia cupana se
apresentaram como fonte bioldgica para a sintese de AgNPs evidenciando assim uma
contribuicdo ao desenvolvimento de estudos relacionados a modulagdo das
caracteristicas finais das nanoestruturas, bem como de suas aplicagdes em diversas
areas, mostrando novos potenciais para uso dessa espécie da biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Amazonia. Paullinia cupana. Sintese verde. AgNPs. Atividade
bioldgica.



ABSTRACT

The synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using safer routes with less impact on the
environment is of great interest because it involves biocompatible methods that can
increase the scale of production and is also useful because it can be used to replace
potentially toxic chemical methods. Called as "green synthesis”, this route uses
biological organisms or parts of them which, due to the presence of their metabolites,
can reduce silver ions (Ag*) and promoting the stabilization of colloidal silver (AgP).
Therefore, this study proposed the green synthesis of AgNPs using aqueous extracts of
guarana (Paullinia cupana), a plant native to the Amazon, investigating factors such as
(i) the part of the plant used, (ii) the method of preparing the extracts, (iii) the plant
material collected station and (iv) the parameters involved in the synthesis
(concentration of the extract, concentration of the metal salt, temperature and
equipment/energy source) which may influence the physicochemical properties, as well
as the biological tests to which the nanostructures were subjected. The aqueous extracts
of guarana leaves and flowers were characterized in terms of their phytochemical
profile, revealing the presence of phenolic acids, alkaloids, and flavonoids as the main
compounds, while the biochemical tests showed higher levels of total phenols and free
radical scavenging capacity in the samples prepared by decoction. Regarding the part of
the plant used and evaluating seasonality, the results showed that the AgNPs with
desirable characteristics had hydrodynamic diameters of between 68.5 and 107.3 nm
when synthesized with extracts from the leaves of the dry period (AgNPs-PS) and the
rainy period (AgNPs-PC), respectively, and from 61.4 to 78.87 nm when using the
extract from the flowers (AgNPs-FL). The morphology of the AgNPs was
predominantly spheroidal, with a negative Zeta potential for all the samples analyzed,
reaching around -30 mV, which indicates good colloidal stability. The investigations
carried out by changing the reaction parameters involved in the green synthesis showed
modulation in the synthesis of AgNPs and their physicochemical characteristics, with
the best yields under the conditions optimized from the concentration of 2 mg/mL of the
leaves aqueous extract and 2 mM of the metal salt, a temperature of 70 °C and with the
synthesis carried out in a water bath. In terms of bioactivities, AgNPs showed
antibacterial action against Gram-positive and Gram-negative strains and stood out in
terms of antioxidant capacity against DPPH and ABTS radicals in a dose-dependent
manner, as well as demonstrating anticancer effects by reducing the cell viability of
non-melanoma skin cancer and lung cancer tumor cell lines, albeit in a non-specific
manner, since these effects have also been described for non-tumor cell lines. The
AgNPs also showed catalytic activity, degrading the dye methylene blue in 40 minutes
and methyl orange in up to 14 minutes. In relation to the insecticide tests, the lower
CLso and CLgo values of the AgNPs confirmed their efficacy against Aedes aegypti
larvae and pupae compared to the action observed with the metal salt solution at
different exposure times. In short, based on these results, it is possible to infer that the
aqueous extracts of Paullinia cupana were presented as a biological source for the
synthesis of AgNPs, thus contributing to the development of studies related to the
modulation of the final characteristics of nanostructures, as well as their applications in
various areas, showing new potentials for the use of this species of Brazilian
biodiversity.

Keywords: Amazon. Paullinia cupana. Green synthesis. AgQNPs. Biological activity
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia € um campo emergente em todo o mundo, especialmente na
producdo e manipulacdo de estruturas em nanoescala, onde geralmente uma de suas
dimensGes deve estar na faixa de 1 a 100 nm (Ettadili et al., 2022; Hug et al., 2022). As
nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo um dos tipos de nanomateriais que mais se
destacam devido ao potencial antimicrobiano desse metal nobre que é extensivamente
relatado desde os tempos antigos, além de congregar caracteristicas gerais que incluem
a alta relacdo superficie-volume e a elevada estabilidade sob diferentes condicGes
(Abdelghany et al., 2018; Mathur et al., 2018).

Diversas metodologias fisico-quimicas sdo empregadas para a sintese de AgNPs,
no entanto esses métodos ndo sdo considerados biocompativeis ambientalmente uma vez
que podem gerar subprodutos toxicos tanto para 0 meio ambiente quanto para a salde
humana (Tortella et al., 2020; Zhang et al., 2021). Nesse cenario, a sintese verde, como
é conhecida, tem ganhado muita aten¢do por ser uma abordagem em que organismos
bioldgicos sdo explorados para a obtencdo de AgNPs visando desenvolver um processo
mais seguro, além de sintetizar nanoestruturas em menor tempo e com menores custos
(Aboyewa et al., 2021).

A utilizacdo dos extratos vegetais de diversas partes das plantas (folhas, flores,
cascas, sementes, frutos) tem se destacado por ser um método relativamente simples,
tornando a sintese rapida e reprodutivel, com a possibilidade de otimizagdo de varias
condicdes reacionais a fim de produzir nanoestruturas biogénicas com caracteristicas e
aplicacdes distintas. Essa perspectiva, chamada de fitossintese, é considerada mais
eficiente devido a alta disponibilidade das plantas e ainda é mais atraente pelo fato de
pular as etapas de isolamento, manutencdo de cultura e crescimento de microrganismos
(micossintese) (Chand et al., 2020).

A floresta amazbnica concentra uma grande biodiversidade de plantas e o
guarana (Paullinia cupana Kunth), pertencente a familia Sapindaceae, destaca-se como
um dos compostos nativos mais promissores (Miranda; Metzner, 2010; Silva et al.,
2015). Os relatos de utilizacdo dessa planta pelos povos tradicionais da etnia Sateré-
Mawe, localizada na regido da cidade de Maués, no interior do estado do Amazonas, sao
descritos ha muito tempo, principalmente na forma de bebida em virtude de seus efeitos
estimulantes e terapéuticos contra dores de cabeca, febre e infecgdes (Schimpl et al.,

2013). Estas propriedades certamente estdo relacionadas com a composi¢édo fitoquimica



do guarand, que incluem metabdlitos como a cafeina, teobromina, teofilina, catequina,
epicatequina, proantocianidinas (Klein; Longhini; De Mello, 2012; Pinaffi et al., 2020;
Schimpl et al., 2014) e que podem também ser fortes candidatos a atuarem como agentes
bioldgicos na sintese verde de AgNPs.

Neste sentido, no Capitulo I deste trabalho sdo sintetizadas AgNPs utilizando
extratos aquosos de foliolos e flores de Paullinia cupana preparados por diferentes
métodos e coletados em periodos sazonais distintos. Os extratos foram caracterizados
quanto ao seu perfil fitoquimico e antioxidante, enquanto as AgNPs foram testadas em
relacdo a atividade antibacteriana. No Capitulo Il foram otimizados os parametros
reacionais (concentracdo do extrato vegetal, concentracdo do sal metélico de prata,
temperatura de reacdo e equipamento e/ou fonte de energia) envolvidos nas reacfes de
sintese verde das AgNPs a partir das folhas de Paullinia cupana. Tais parametros sdo
importantes para modular as carateristicas fisico-quimicas das AgNPs e ajudam a
compreender como as diferentes condig¢des reacionais atuam em conjunto para sintetizar
nanoestruturas com propriedades satisfatorias. O Capitulo 11l aborda as aplicacdes
bioldgicas e cataliticas das AgNPs sintetizadas a partir da utilizacdo dos extratos aquosos
de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco e no periodo chuvoso apos a
otimizagdo dos parametros reacionais, visando, dessa forma, realizar um screening de
suas potencialidades. Vale ressaltar que parte deste estudo foi recentemente publicada na
revista Biomass Conversion and Biorefinery (fator de impacto — 2023: 4) tendo como
titulo “Phytosynthesis of silver nanoparticles using guarana (Paullinia cupana Kunth)
leaf extract employing different routes: characterization and investigation of in vitro
bioactivities” (DOI: 10.1007/s13399-023-05250-1).

Portanto, € relevante ainda mencionar que esse estudo é pioneiro em diversos
aspectos cientificos, contendo um amplo espectro de investigacdes sobre a natureza dos
extratos vegetais de Paullinia cupana que, além do ponto de vista botanico, econémico
e social, podem ser utilizados como fonte de componentes bioldgicos para a sintese
verde de AgNPs. Além disso, as abordagens apresentadas suportam pesquisas em
diversas areas da ciéncia aplicada e explorar de maneira racional as informagdes aqui
descritas representa a possibilidade de avancar em fronteiras do conhecimento,
principalmente quanto as espécies nativas da biodiversidade brasileira, em especial da
Amazonia. Adicionalmente, este trabalho demonstra que a alianca com a
nanotecnologia contribui para agregar ainda mais valor ao uso sustentavel dos recursos

naturais dessa regidao do Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nanotecnologia e Nanoparticulas de prata (AgNPs)

O termo ‘“nanotecnologia” deriva do grego, significa “ando”, e ¢ comumente
relacionado a uma tecnologia que utiliza estruturas com pelo menos uma das dimensoes
na faixa entre 1 a 100 nm, representando a bilionésima parte do metro (10° nm) e que
exibem fendmenos dependentes da dimensdo (Baig; Kammakakam; Falath, 2021). As
nanoparticulas (NPs) podem ser classificadas, em termos gerais, como organicas e
inorganicas onde o primeiro grupo constitui nanoparticulas a base de carbono, como
fulereno, pontos quénticos e nanotubos, enquanto o segundo grupo inclui nanoparticulas
semicondutoras (ZnO, ZnS, CdS), nanoparticulas magnéticas (Co, Fe, Ni) e
nanoparticulas metélicas (Au, Ag, Cu, Al) (Rafique et al., 2017).

A nanotecnologia aplica conhecimentos cientificos de diversas areas,
manipulando materiais constituidos por atomos individuais, moléculas e aglomerados
moleculares para criar estruturas com propriedades diferentes ou novas (Saleh, 2020). O
seu conceito foi introduzido, em 1959, pelo fisico americano Richard Feynman que
discutiu a manipulacdo da matéria a nivel atbmico, no entanto, foi o pesquisador
engenheiro japonés Norio Taniguchi que, em 1971, primeiramente incorporou esse
termo para descrever processos de semicondutores que ocorriam na ordem nanométrica
(Bayda et al., 2019). De acordo com Mourdikoudis et al. (2021), essa ciéncia
multifacetada é considerada um avango extremo com potencial para inUmeras inovagoes
que irdo mudar os avancos tecnoldgicos em diversos campos e isso € possivel uma vez
que a sintese, caracterizacdo e a manipulacdo de materiais na escala nanométrica geram
caracteristicas Unicas que podem ser utilizadas de forma racional para as aplicacfes
pretendidas (Beyene et al., 2017).

A prata € um metal nobre com um longo histérico de uso sob diferentes formas e
para diversos fins. Durante muito tempo suas propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatdrias foram relatadas por varios povos, como por exemplo 0s egipcios, romanos
e macedonios, no processo de cicatrizacdo de feridas e tratamento de Ulceras e infec¢des
(Alexander, 2009; McGillicuddy et al., 2017). E atribuido ao médico alem&o Carl Credé
a primeira publicacdo cientifica sobre o uso terapéutico da prata, no final do século
XIX, que versa sobre o uso de um colirio contendo solucdo de nitrato de prata a 1% para
tratar infeccGes oculares em recém-nascidos (Schaller; Klauss, 2001).



As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo muito estudadas devido suas
propriedades como a elevada estabilidade, forte absorcdo na regido do ultravioleta
visivel, baixa toxicidade e amplo potencial para aplicacdes bioldgicas (Das et al., 2021;
Nguyen; Lai, 2022). Tais caracteristicas se tornam possivel devido a significativa
relacdo superficie-volume que da as particulas em nanoescala atribui¢fes diferentes
daquelas em maior escala, como por exemplo a possibilidade que elas se coordenem
com um grande numero de ligantes, formando complexos orgéanicos e inorganicos
favorecidos pelos seus estados de oxidacdo mais estaveis +0 e +1 (Reidy et al., 2013).
Por sua vez, a forma, tamanho, distribuicdo e aspectos relacionados a superficie das
AgNPs sdo determinados pelas concentragcbes dos agentes redutores, precursores
metélicos e estabilizadores utilizados durante a sintese (Ali et al., 2022; Parmar; Sanyal,
2022).

As AgNPs sdo mais amplamente utilizadas na agricultura, biomedicina, meio
ambiente, revestimentos téxteis e na area da saude. As propriedades antimicrobianas e
antioxidantes sdo prevalentes, destacando-se suas aplicagdes no desenvolvimento de
embalagens resistentes a microrganismos, na tecnologia de sensores, em engenharia de
tecidos e na cicatrizacdo de lesbes, como, por exemplo, danos causados por
queimaduras (Al-Halhouli et al., 2019; Calderdn-Jiménez et al., 2017; Cheng et al.,
2021; Prakash et al., 2013). Sendo assim, diante destas e de outras evidéncias
exploradas por muitos pesquisadores que investigam o potencial biotecnologico e
terapéutico das AgNPs, torna-se possivel sugerir que a industria médica é a que mais faz
uso de seus efeitos significativos, mesmo que 0s mecanismos de acdo para tais
aplicacdes nos diferentes sistemas bioldgicos ndo sejam totalmente conhecidos.



2.2. Métodos de sintese das AgNPs

As propriedades das AgNPs podem ser influenciadas pelo processo de sintese e
pelas condigOes experimentais empregadas uma vez que manipulando tais condigdes se
torna possivel produzir nanoestruturas com caracteristicas controladas e ainda melhorar
as suas aplicacdes (Sajid; Plotka-Wasylka, 2020). Dentre as abordagens mais comuns
para a sintese de AgNPs estdo os metodos fisicos (pirdlise, ablacdo a laser, litografia,
sonicagdo) e quimicos (sol-gel, redugdo quimica, microemulsdo, vapor quimico) que, no
geral, utilizam reagentes caros e potencialmente toxicos a saide humana e ao meio
ambiente, além de ainda requerer o uso de equipamentos robustos com elevado gasto de
energia e sob altas temperaturas, 0 que torna 0s processos reacionais dispendiosos,
demorados, pouco escalonaveis e com riscos iminentes (Gudikandula; Charya
Maringanti, 2016; Iravani et al., 2014).

Apesar das AgNPs terem diversas aplicacdes, existem algumas limitacdes
que precisam ser ressaltadas e dentre elas estdo a dificuldade em expandir a escala dos
processos de sintese, a necessidade de melhorar a reprodutibilidade dos processos
biolégicos e o entendimento dos mecanismos que envolvem a formacdo e provavel
toxicidade visando uma regulacdo adequada de suas propriedades para posteriores
aplicacdes especificas (Bélteky et al., 2021). Neste sentido, foram descobertos caminhos
que utilizam fontes naturais e seus derivados para sintetizar nanoestruturas com
propriedades dimensionais e morfoldgicas desejaveis e que, em comparacdo aos
métodos fisico-quimicos, tornam-se alternativas promissoras e adequadas (Githala;
Trivedi, 2023; Vadakkan et al., 2024). Essa nova abordagem minimiza 0s perigos
advindos dos métodos anteriormente postulados por reunir caracteristicas similares aos
bioprocessos delimitados pela Quimica Verde (Alabdallah; Hasan, 2021; Hernandez-
Pinero et al., 2016) e devido a relacdo custo-beneficio e aos conceitos referentes a
sustentabilidade, as rotas bioldgicas utilizam plantas, bactérias, fungos, algas e enzimas
como agentes de biorreducdo dos ions metalicos, com aplicagdes relatadas em diversas
areas (FIGURA 1) (Garg et al., 2020; Ghosh et al., 2021; Roy et al., 2019).



Plantas Bactérias Fungos  Leveduras Algas Enzimas

Sintese biologica

AgNPs

Antimicrobianas

soxid Larvicidas
Antioxidantes J—

=

P

Catalisadores

Aplicacoes
das AgNPs

Parasitarias

Cosmeéticas

ﬂl = | Ca.rrﬁ.adoras de
farmacos

Ll %

Remediacio

% ambiental F
o/

Figura 1. Organismos bioldgicos utilizados na sintese verde de nanoparticulas de prata
(AgNPs) e suas possiveis aplicagcdes em diversos setores.

2.3. Sintese de AgNPs utilizando plantas

As plantas sdo uma rica fonte de metabolitos secundarios que desempenham
uma ampla gama de funcdes vitais para 0 seu crescimento e metabolismo. A fim de
cumprir os requisitos e padrdes ambientais, o0 conceito que envolve a sintese de AgNPs
usando materiais naturais ganhou muita popularidade com os avangos da ciéncia e
tecnologia e pode ser denominado de sintese verde ou fitossintese (Pal; Rai; Pandey,
2019). Dessa forma, a utilizacdo de plantas e seus extratos estabeleceu-se como um
novo e importante campo na nanobiotecnologia ganhando destaque devido sua natureza
ecologica e econbmica, além de menor toxicidade quando comparada aos outros

métodos existentes (Zhang et al., 2021).



O interesse na sintese verde de AgNPs tem recebido interesse crescente devido
ao fato de ser um método escalavel, rapido, simples e por exercer efeito consideravel
principalmente sobre o tamanho e a forma das nanoestruturas resultantes (Makarov et
al., 2014; Mittal et al., 2013). Varias partes de uma mesma planta podem ser exploradas
na sintese de AgNPs com caracteristicas distintas, como por exemplo a folha, a casca, a
flor, a semente, o fruto, o rizoma, o caule (Bouafia et al., 2021). No entanto, as folhas
sdo consideradas um dos materiais mais comumente utilizados e mais eficientes na
fitossintese devido ao alto volume de extracdo, alem de um maior acimulo de
biomoléculas em sua composicao (Zhang et al., 2023).

A sintese de AgNPs a base de plantas é mais amplamente utilizada em
comparagao as técnicas baseadas em microrganismos devido ndo requerer culturas de
células vivas, o que possibilita maior chance de contaminacdo, além de métodos de
cultivo prolongados e de dificil manutencdo (Chandraker et al., 2021; Mohamad et al.,
2014). Ao utilizar extratos vegetais, muitas pesquisas indicam que ha melhor
biorreducdo e estabilizacdo dos ions metalicos, além de maior seguranga nos processos
de producéo, com menos gasto energético e de reagentes. Adicionalmente, a abundancia
de plantas na natureza oferece uma grande variedade de espécies que tém composicdes
quimicas complexas e oferecem possibilidade de estudos quanto a obtencdo de
nanoestruturas com caracteristicas fisico-quimicas otimizadas (Mustapha et al., 2022;
Zuhrotun; Oktaviani; Hasanah, 2023).

Algumas limitagdes importantes, principalmente em sinteses de menor escala ou
em laboratdrios de pesquisa, também devem ser consideradas, como por exemplo a
reprodutibilidade das sinteses bioldgicas, 0 ambiente de armazenamento dos extratos
vegetais e a variacdo entre os lotes produzidos que pode ser resultado de fatores
ambientais bioticos e abidticos, como por exemplo o local de coleta das plantas e a
sazonalidade (Ahmed et al., 2016; Durén; Nakazato; Seabra et al., 2016).

2.3.1. Mecanismo de sintese bioldgica de AgNPs utilizando plantas

Em geral, o mecanismo de sintese verde de AgNPs utilizando os extratos
vegetais consiste inicialmente na mistura da solugdo precursora, normalmente o sal
metalico, com os extratos vegetais ricos em metabdlitos ativos que, por meio de suas
biomoléculas, principalmente grupos carbonilas e hidroxilas, transferem elétrons aos
fons metalicos e por um processo de quelagcdo com a prata cationica (Ag*) fazem a sua

conversdo para a forma coloidal (Ag®). Em seguida ocorre o acondicionamento sob



condigdes controladas até que a reacdo esteja completa, o que é indicado pela mudanca
da cor da mistura reacional e por um conjunto de outras técnicas de caracterizagcdo. Em
alguns casos, a solugdo resultante é centrifugada e lavada no intuito de purificar as
AgNPs sintetizadas. A Figura 2 mostra uma representacdo dos mecanismos gerais

propostos para a sintese verde de AgNPs mediada por metabolitos vegetais.
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Figura 2. Estagios propostos para a sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs).
(1) fons metélicos de prata (Ag*) reagem com as biomoléculas — reducéo. (1) Formagao
dos atomos neutros de prata (Ag®) — nucleagdo. (111) Encontro dos atomos metélicos
neutros e formacdo de clusters com maior tamanho — crescimento. (IV) AgNPs
formadas e revestidas pela camada de cobertura bioldgica (em azul) advinda dos
metabdlitos vegetais — estabilizac&o.

De acordo com a Figura 2, as etapas principais sao (i) a reducdo dos ions
metalicos de prata pela acdo de grupos funcionais presentes nas biomoléculas das
plantas, (ii) inicio da formacdo dos &tomos neutros de prata que foram reduzidos —

nucleacdo (particulas de pequeno tamanho agregadas), (iii) a fase de crescimento na



qual as particulas menores formam, espontaneamente, clusters com nucleos de maior
tamanho e (iv) o estagio de estabilizacdo e formagdo de uma cobertura ao redor da
superficie das nanoestruturas recém-formadas pela acdo dos compostos fitoquimicos
vegetais, impedindo a agregacdo e auxiliando na determinacdo da morfologia e
estabilidade (Alwhibi et al., 2022; Silva; Pereira; Bonatto, 2019; Srikar et al., 2016). E
importante ressaltar que 0s mecanismos para a sintese das AgNPs biogénicas podem ser
alterados dependendo da composic¢do do extrato vegetal, do precursor metélico e das

demais condicdes de reacdo em cada pesquisa.
2.4. Metabdlitos vegetais envolvidos na sintese verde de AgNPs

Nas plantas sdo encontrados grupos de metabolitos secundarios que tém a
habilidade de protecdo contra patégenos devido suas propriedades antibidticas,
anticancer e anti-inflamatérias no controle de diversas doencas (Sahu et al., 2016;
Urnukhsaikhan et al., 2021). Além disso, a capacidade dessas biomoléculas em quelar
ions metalicos e produzir complexos estaveis na sintese de AgNPs impulsiona inimeras
pesquisas na area de produtos naturais e nanobiotecnologia verde. A ligacdo AgNPs-
fitoquimicos fornece uma oportunidade de estabelecer uma relacdo entre os tipos de
nanoestruturas e as principais classes de metabolitos envolvidos nas reacfes uma vez
que, ao serem utilizados, desempenham um papel importante na biorredugdo de ions
metalicos, auxiliando no processo de estabilizacdo das AgNPs, ligando-se em sua
superficie e impedindo a agregacdo (Marslin et al., 2018).

Uma diversidade de compostos fitoquimicos podem ser empregados nas reagdes
de sintese verde de AgNPs, entre eles estdo os alcaldides, flavondides, polissacarideos,
vitaminas, aminoacidos, proteinas, taninos, saponinas, terpendides, carboidratos, acidos
organicos que sdao podem ser identificados nos extratos vegetais a partir de técnicas
analiticas diversas (Fenfen et al., 2014; Ovais et al., 2018). Vale ressaltar que, devido a
composi¢do quimica ou mesmo indefinida dos compostos fitoquimicos em extratos
vegetais, é dificil prever a maneira exata da participacdo de cada um desses grupos na
sintese verde de AgNPs e até mesmo selecionar ou isolar biomoléculas ativas para a
ligacdo com os ions metalicos durante as reacdes conduzidas (Hussain et al., 2019).

A Tabela 1 mostra alguns exemplos de biomoléculas vegetais utilizadas como

agentes de biorreducéo e estabilizacdo na sintese verde de AgNPs.
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Tabela 1. Biomoléculas vegetais relatadas em estudos prévios e envolvidas na sintese
verde de nanoparticulas de prata (AgNPs).

Planta

Biomoléculas

Referéncia

Datura metel (saia
roxa)
Lawsonia inermis
(hena)

Lippia citriodora

(erva cidreira)

Pelargonium
endlicherianum

(pelargbnio)

Madhuca longifolia

(mahua)

Abelmoschus

esculentus (quiabo)

Plastohidroguinona

Apiina

Verbascosideo, Isoverbascosideo,
Luteolina-7-O-diglucoronideo,

Crisoeriol-7-O-diglucoronideo

Acido galico, apocinina, quercetina

Miricitrina, bilobalida, hirsutrina,
esculina, Isorhamnetina-3-

glucosideo-4'-Glucosideo

Quercetina-4"-O-metil-3-O-B-D-

glucopiranosideo
Epicatequina
Capsaicina

Curcumina

Acido tanico

Kesharwani et al. (2009)

Kasthuri; Veerapandian;
Rajendiran (2009)

Cruz et al. (2010)

Karatoprak et al. (2017)

Sarkar et al. (2018)

Roddu et al. (2019)

Moulton et al. (2010)

Amruthraj; Preetam Raj;
Lebel (2015)

El Khoury et al. (2015)

Kim et al. (2016)

— : biomoléculas adquiridas comercialmente.

Os flavonoides sdo considerados os principais agentes de reducdo bioldgica

presentes nos extratos de plantas e esta propriedade pode estar diretamente relacionada a

sua capacidade de doagdo de elétrons ou atomos de hidrogénio reativos durante a

conversdo ceto-enol de algumas moléculas dessa classe ou ainda por meio da oxidagéo

de grupos hidroxilas a grupos carbonilas (Ahmad et al., 2019; Ghoreishi; Behpour;

Khayatkashani, 2011). Por sua vez, os acidos fendlicos, pertencentes a familia dos

polifendis, possuem uma estrutura quimica que pode favorecer a quelacdo dos ions
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metalicos por meio do efeito de ressonancia de elétrons livres e ainda pode ocorrer a
formacdo de complexos entre os ions de prata com grupos hidroxilas dos anéis
aromaticos, levando a oxidacdo e posterior biorreducdo (Edison; Sethuraman, 2012;
Wang et al., 2007).

Os terpendides sdo uma classe de compostos organicos de baixo peso molecular
responsaveis pelo aroma, cor e sabor de vérias espécies de plantas. Grupos funcionais
hidroxilas de alguns terpenos j& foram relatados como 0s principais responsaveis pela
sintese de AgNPs, com efeito melhorado a partir da utilizacdo de grupos metoxi e alil
que retiram elétrons livres presentes nas posi¢des para e orto de hidroxilas (Shankar et
al., 2003; Singh et al., 2010). As proteinas também podem ligar-se aos ions metalicos
por meio dos seus grupamentos amino, tiol ou carboxilato livres, além da interacdo com
residuos de porcOes laterais de alguns aminoacidos como a tirosina e o triptofano
(Daima et al., 2014; Si; Mandal, 2007).

Alguns estudos descrevem a influéncia dos agUcares redutores, entre eles 0s
polissacarideos, na sintese e estabilizacdo das AgNPs dado o processo de transferéncia
de elétrons para os ions metalicos com posterior oxidacdo de grupos aldeidos em acidos
carboxilicos, além de possuirem grupos hidroxilas em abundancia e uma extremidade
hemiacetal que sdo capazes de reduzir os sais metalicos precursores (Jiménez Pérez et
al., 2017; Park et al., 2011). Os alcaloides e acidos organicos também sdo relatados
como agentes na fitossintese de nanoestruturas metalicas por meio de mecanismos que
envolvem a liberacdo de hidrogénio reativo e a tautomerizacdo de moléculas da sua

forma ceto para a forma enol (Konwarh et al., 2011; Tamuly et al., 2014).
2.5. Parametros de otimizacao na sintese verde de AgNPs

A sintese de AgNPs envolve varios parametros que podem influenciar o
tamanho, a forma, a composicdo, a estabilidade e outras caracteristicas/propriedades das
nanoestruturas e por isso precisam ser cuidadosamente otimizados a fim de
compreender como suas possiveis combinagdes podem melhorar/alterar as
caracteristicas finais das AgNPs. No geral, esses parametros compreendem a
concentragdo dos reagentes (sal metalico e extratos vegetais), o pH, a temperatura
reacional e o tempo de reagdo (FIGURA 3). Outros parametros que influenciam
fortemente a sintese de AgNPs incluem a escolha dos solventes, as condi¢Ges de mistura
ou agitacdo, a presenca ou auséncia de surfactantes e a funcionalizacdo de superficie
(Drummer; Madzimbamuto; Chowdhury, 2021; Javed; Mashwani, 2020).
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2.5.1. Concentracao do extrato vegetal

A concentracdo dos extratos vegetais utilizados como fonte de biomoléculas na
sintese bioldgica desempenha um papel vital sob as caracteristicas das nanoestruturas
(Soto-Robles et al., 2019). Esses compostos fitoquimicos encontrados nas plantas
possuem grande afinidade com a superficie das AgNPs, 0 que aumenta a estabilidade,
evita a agregacao e por conseguinte pode melhorar as atividades bioldgicas (Jabir et al.,
2021; Willian et al., 2020). No entanto, um aspecto fundamental de salientar é que os
metabolitos em uma mesma planta estdo distribuidos de maneira ndo uniforme entre
suas partes e isso pode resultar em caracteristicas distintas jA& que nao sdo todos 0s
compostos quimicos presentes nos extratos que tém a capacidade de reduzir os ions
metélicos (Akther et al., 2019; Mittal et al., 2014).

Ao empregar concentracOes altas de extrato vegetal pode-se haver um rapido e
desordenado crescimento das AgNPs podendo levar a interacfes secundarias entre as
biomoléculas e os nlcleos da prata coloidal (AgP), resultando em agregacio e tamanhos
maiores das particulas (Borase et al., 2014; Choudhary et al., 2018). Por sua vez, ao
adicionar mais do que a quantidade considerada ideal do extrato, as biomoléculas ficam
acumuladas, resultando na sintese de nanoestruturas instaveis (amadurecimento de
Ostwald) (Khan et al., 2013; Sunita; Palaniswamy, 2017).

2.5.2. Concentracao do nitrato de prata (AgNO3)

O nitrato de prata (AgNO3z) utilizado como precursor metélico na sintese das
AgNPs apresenta massa molar de 169,87 g/mol e quando dissolvido em agua dissocia-
se em cation Ag” e anion NOs™ (Kang et al., 2018). As concentra¢des de ions metalicos
desempenham um papel crucial na sintese de AgNPs. Elas podem afetar os processos de
nucleacdo e crescimento das particulas, levando a variagbes dimensionais, morfologicas
e composicionais. Com a utilizacdo de quantidade ideal do agente precursor, ha uma
reducdo total dos ifons Ag" com posterior sintese das nanoestruturas com bom
rendimento e em menor tempo (Arya et al., 2018; Manosalva et al., 2019).

Ao utilizar concentracbes mais altas de AgNO3s pode-se haver polidispersdo das
populacbes das particulas, com provavel aumento de tamanho e isso pode ser devido ao
menor efeito de recobrimento bioldgico sob tais concentragcdes uma vez que ions livres
podem se acumular na solucdo (Hosseingholian et al., 2023; Rodriguez-Leon et al.,
2013; Zayed et al., 2019). Do contrario, baixas concentra¢des do sal metalico podem ser

insuficientes e esgotarem rapidamente os ions Ag* a serem reduzidos e com isso ha a
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sintese de AgNPs com tamanho e formato instaveis (Karekalammanavar; David, 2018;
Silaet al., 2019).

2.5.3. Temperatura

A temperatura de reacdo tem um papel promissor na sintese verde de AgNPs por
fornecer a energia de ativacdo que é necessaria para o inicio da reacdo quimica, e por
favorecer a colisdo molecular entre os reagentes na mistura reacional, resultando em um
processo acelerado de biorredugdo. Em resumo, esse parametro tende a oferecer algum
tipo de ambiente fisico-quimico que melhora os processos de sintese das AgNPs,
potencializando suas propriedades (Amin et al., 2012; Lotfy et al., 2021).

Normalmente, reacOes conduzidas sob temperatura ambiente s&o menos
vantajosas e requerem mais tempo ao compara-las com reacfes empregando altas
temperaturas. Ao aumentar a temperatura de sintese, muitos pesquisadores relatam a
diminuicdo no diametro das particulas que é causada pela nucleacdo homogénea dos
nacleos de Ag* que sdo consumidos rapidamente (Aadil et al., 2016; Pereira et al.,
2015). Por outro lado, as elevadas temperaturas podem desnaturar algumas
biomoléculas, entre elas as proteinas, que atuam formando a camada de estabilizacdo
das AgNPs e como resultado pode haver agregacdo e aumento do tamanho das
particulas, com posterior perda da estabilidade coloidal (Birla et al., 2013; Husseiny;
Salah; Anter, 2015). De acordo com Guan; Xia e Li (2019), a solubilidade das
biomoléculas vegetais, principalmente de polifendis e compostos heterociclicos,
também é afetada a partir da modulacdo da temperatura de reacdo uma vez que alguns
compostos presentes nos extratos podem ser evaporados quando estdo sob altas
temperaturas e com isso pode-se presumir que biomoléculas vegetais com

termoestabilidade sdo importantes para proporcionar rendimentos maiores.
2.5.4. pH

A sintese biogénica de AgNPs é relatada em diferentes faixas de pH, o que faz
com que suas caracteristicas morfologicas e dimensionais variem bastante. O pH altera
os estados eletrostaticos, ou seja, a ionizacdo, das biomoléculas presentes nos extratos
vegetais e isso afeta a adsor¢do na superficie dos ions metalicos, a capacidade de
estabilizagdo e, posteriormente, o crescimento das particulas (Javed et al., 2020; Khalil
et al., 2014; Vijayaraghavan; Ashokkumar, 2017).

A sintese das AgNPs pode ser conduzida sob pH neutro, bem como demonstrado

por Li et al. (2020) que o relataram como ideal para as rea¢des de redu¢do. Um ponto a
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ser destacado é que os compostos polifendlicos presentes em extratos de plantas podem
ser agentes redutores fortes sob pH neutro, levando a rapida nucleacéo e crescimento,
resultando na sintese de AgNPs com caracteristicas satisfatorias (Sana; Dogiparthi,
2018).

De forma geral, o pH &cido é pouco empregado nas reacbes de fitossintese
devido a nucleacdo lenta dos ions de prata causada pelo fendmeno de repulsdo
eletrostatica dos anions presentes na solucéo, resultando em AgNPs de maior tamanho,
e ainda por meio da inativacdo da capacidade redutora/estabilizante das biomoléculas
dos extratos vegetais (Esmaile; Koohestani; Abdollah-Pour, 2020; Sadalage et al.,
2021). Por outro lado, a medida em que o pH se torna basico € maior o nimero de
nacleos que permitem a ligacdo entre os compostos fitoquimicos e os ions metalicos,
aprimorando a sintese das AgNPs. Segundo Singh; Sinha e Mandal (2009), compostos
fenolicos possuem alta forca de ionizacdo quando estdo expostos a um meio alcalino
sendo que nesse ambiente h4 mais grupos funcionais disponiveis para a ligagdo com a
prata cationica, levando a sintese de AgNPs estaveis e de menor tamanho (Iravani et al.,
2013; Jain; Mehata, 2017).

Tamanho

AgNO3 ~ Forma

>~ Estabilidade

Composicao

R
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£ Rendimento

Figura 3. Parametros que afetam as caracteristicas dimensionais, morfoldgicas e fisico-
guimicas das nanoparticulas de prata (AgNPs).



15

2.6. Guarana

O Brasil esta entre os paises com maior biodiversidade mundial abrigando mais
de 46 mil espécies de plantas, o que representa cerca de 20% das espécies de todo o
mundo. A riqueza dessas plantas com propriedades fitoterapicas diversas, conhecidas ou
ndo, sdo frequentes na medicina popular uma vez que o conhecimento etnobotéanico e
etnofarmacoldgico vindo da miscigenacdo da populacdo constitui uma vantagem no
processo de desenvolvimento de matérias-primas utilizadas no avango de tecnologias
em diferentes setores (BRASIL, 2021).

O guarana (Paullinia cupana) é uma planta nativa da regido amazonica e €
considerada uma das mais promissoras da biodiversidade brasileira, tendo também sua
ocorréncia registrada em alguns paises da América do Sul (Miranda; Metzner, 2010;
Silva et al., 2015). E uma planta pertencente a familia Sapindaceae que, por sua vez,
estd distribuida por todo o mundo sendo composta por cerca de 140 géneros e 1900
espécies (Acevedo-Rodriguez et al., 2017; Buerki et al., 2021). Além disso, algumas
espécies do género Paullinia sdo consideradas de alto valor econdémico e pelo menos
nove espécies sdo nativas do Brasil (Angelo et al., 2008). Atualmente, 0 nome
oficialmente aceito para o guarand € Paullinia cupana Kunth, segundo a plataforma
global The World Flora Online (WFO).

2.6.1. Historia

O nome “guarand” tem origem indigena “uarand” que significa “o inicio de todo
conhecimento”, mas também tem origem tupi “Wara’nd” que significa “arvore que sobe
apoiada em outra” (Miranda, 2008; Sousa, 2016). A primeira descri¢cdo escrita do
guarana foi feita pelo missionario jesuita luxemburgués Jodo Felipe Bettendorf em
1669. Em expedicdo a regido amazodnica ele observou que 0s povos tradicionais da etnia
Sateré-Mawé localizada no territério da cidade de Maués, tinham o habito de ingerir
uma bebida feita de guarana e relatavam efeitos estimulantes e diuréticos a partir desse
consumo, como por exemplo melhoras contra a dor de cabeca, febres e céibras (Shimpl
et al., 2013; Smith et al., 2010). Além disso, o missionario relatou que o guarana dava
muita energia, de modo que eles eram capazes de cacar na floresta por dois dias sem
sentir fome e, mais tarde, em meados do seculo XVIII, outros relatos descreveram o uso
do guarana com efeito antidiarreico e ainda no alivio do estresse causado pelo intenso
calor (Atroch, 2009; Salomé&o-Oliveira et al., 2018).
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A nomenclatura da planta homenageia Christian Franz Paullini, um botanico e
meédico alem&o que viveu no seculo XVIII, mas € uma espécie descrita inicialmente
pelo botanico alemdo Karl Sigismund Kunth, em 1821, com base em um material
coletado em 1810 as margens do rio Orinoco na Venezuela por Alexander Von
Humboldt, gedgrafo alemédo e Aimé Bonpland, médico francés (Kuri, 2008; Miranda,
2008). Ha relatos de que o boténico alemdo Carl Von Martius encontrou a planta de
guarand no estado do Amazonas, mais precisamente na regido leste, na cidade de
Maués, em 1818, e julgando ser uma variedade distinta da anteriormente encontrada, a
nomeou diferente (Stark et al., 2007). Foi Adolpho Ducke, botanico austriaco, mas com
trabalhos pioneiros realizados na Amazonia brasileira, um dos primeiros a estudar o
guarand, que classificou a espécie em duas subespécies ou variedades geograficas:
Paullinia cupana (Kunth) var. typica, relatada principalmente na Venezuela e Colémbia
e Paullinia cupana (Kunth) var. sorbilis [(Mart.) Ducke], de ocorréncia principalmente

na flora brasileira (Atroch; Do Nascimento Filho, 2018).
2.6.2. Aspectos botanicos da planta

O guaranazeiro presente na Amazonia brasileira € um arbusto de baixo
crescimento, com ocorréncia em regides de menor altitude, clima tropical quente e
umido de precipitacdo pluviométrica de 1500 a 3000 mm/ano, sendo caracterizado por
suas folhas alternas, imparipenadas, verde-escuras divididas em cinco foliolos, com
flores pequenas e pétalas brancas (Patrick et al., 2019; Pereira, 2005; Pereira et al.,
2016). O fruto esta disposto em cachos e apresenta uma caracteristica Unica que se
assemelha a um olho humano que se abre parcialmente deixando a mostra uma de suas
sementes de cor castanho-escuro e a parte inferior coberta pelo mesocarpo (arilo branco)
(Kuskoski et al., 2005; Torres et al., 2022) (FIGURA 4). A colheita do guarana é
realizada nesse estagio para gque as cascas nao se abram totalmente, evitando assim a
queda da semente sendo que, ao amadurecer, a casca muda de coloragdo laranja-
amarelada para uma cor vermelha intensa (Silva et al., 2018; Smith et al., 2010).
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Figura 4. (A) Planta de guarand destacando os ramos foliares. (B) Fruto de guarana com
cascas alaranjadas e capsulas abertas com uma das sementes (preto) coberta pelo arilo
(C) Inflorescéncias de guarana com as flores brancas e cristas amarelas. (D) Fruto de
guarana maduro com as cascas vermelhas e capsulas abertas. Fonte: O autor.

2.6.3. Importéncia do guarana

O Brasil é o maior produtor de guarana do mundo e, até a década de 80, o estado
do Amazonas era o lider nessa producdo. No entanto, devido ao aumento da demanda,
os grandes agricultores de outras localidades foram estimulados a cultivar o guarana.
Em muitos casos, essa é uma atividade socioecondmica realizada por produtores com
médo de obra familiar, seja como monocultura ou associada a outros cultivos (Atroch;
Do Nascimento Filho, 2018; Marques et al., 2019). No geral, o desenvolvimento do
guarand esta relacionado a precipitacdo pluviométrica tendo em vista que seu plantio
ocorre no periodo de chuvas e a floracdo no periodo mais seco do ano, com frutificacdo
até trés meses depois (Santos; Saraiva; Atroch, 2021).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
no ano de 2022 as plantacdes de guarana no Brasil ocuparam uma area de 10.762
hectares, distribuidos nos estados da Bahia (5.538 hectares), Amazonas (4.729
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hectares), Mato Grosso (329 hectares), Rondonia (101 hectares) e Pard (65 hectares),
totalizando uma producéo de 2.460 toneladas (IBGE, 2022). Conforme demonstrado na
Tabela 2, os dados da producdo nacional de guarand nos ultimos quatro anos revelam
que o rendimento médio, que leva em consideracdo a producdo pela area plantada, foi
similar mesmo havendo um pequeno aumento nas areas plantadas entre o ano mais

distante e mais recente analisados.

Tabela 2. Area de plantio e de coleta, producdo e rendimento médio na safra de guarana
no Brasil no periodo de 2019-2022.

§ . ] Rendimento
Ano Areaplantada (ha) Areacolhida(ha) Producéo (t) o
médio (kg/ha)
2019 10.097 10.078 2761 274
2020 10.416 10.405 2704 260
2021 10.103 10.101 2743 272
2022 10.762 10.391 2460 237

ha: hectares. t: toneladas. kg/ha: quilogramas por hectare. Fonte: IBGE.

2.6.4. Composicdo quimica do guarana

As primeiras investigacfes cientificas sobre a natureza quimica do guarana
foram realizadas pelo farmacéutico alemdo Theodoro Von Martius, em 1826. Ele trouxe
para 0 Brasil os materiais para os testes e isolou do guarana uma substancia amarga
cristalina branca com propriedades fisioldgicas consideradas extraordinarias que foi
denominada de guaranina, uma metilxantina com estrutura quimica semelhante a
cafeina. Mais tarde, em 1840, os quimicos franceses Marcellin Berthelot e Jules
Auguste Dechastelus ao analisarem o guarand demonstraram que a guaranina ndo era
apenas um isémero da cafeina, mas idéntica a esse alcaloide e que havia sido descoberta
anteriormente pelo quimico aleméo Friedlieb Runge, em 1820 (Bezerra, 2015).

A composicéo fitoquimica do guarana é considerada altamente complexa, tendo
inimeros estudos se dedicando a essa elucidacdo uma vez que as propriedades
funcionais advindas dessa planta podem ser atribuidas a esses compostos ativos. No
geral, essas pesquisas destacam a cafeina que, em alguns casos, esta presente em varias
partes da planta com teor pelo menos quatro vezes maior quando comparada ao café, ao
chéd verde e ao cacau. Além disso, essa composi¢do contém proporgdes de outras

metilxantinas, como por exemplo a teobromina e a teofilina que em conjunto oferecem
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diversos atributos benéficos ao guarand (Edwards et al., 2005; Schimpl et al., 2014;
Tfouni et al., 2007; Yamaguti-Sasaki et al., 2007).

Sdo relatadas ainda a presenca de polifendis, como catequina e epicatequina,
além de taninos, principalmente proantocianidinas (Klein; Longhini; De Mello, 2012;
Pinaffi et al., 2020; Sousa et al., 2010), bem como a ocorréncia de lipidios,
polissacarideos e proteinas (Avato et al., 2003; Dalonso; Petkowicz, 2012; Santana;
Macedo, 2018). Tendo em vista as inimeras aplicaces inerentes ao guarand, a
importancia do controle de qualidade torna-se relevante e partir disso De Gois et al.
(2016) realizaram um estudo que identificou alguns elementos traco como manganés,
rubidio, niquel e estroncio em amostras de guarand comercial. Além disso, devido ao
amplo uso dessa planta, o guarana é descrito na Farmacopeia Brasileira desde 1977 e
em 2005 ele foi reconhecido como alimento seguro pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) pela Food and Drug Administration (FDA) (Duchan;
Patel; Feucht, 2010; Marques et al., 2019).

E importante ressaltar que o metabolismo das plantas e, por conseguinte, a
presenca/concentracdo das biomoléculas vegetais pode variar consideravelmente
dependendo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos, entre eles
as alteracdes relacionadas aos métodos de cultivo, condi¢Bes de extracdo, regifes de
plantio, sazonalidade, fatores ambientais e genéticos, entre outras caracteristicas como a
idade da planta, radiacdo ultravioleta, altitude, poluicdo atmosférica e armazenamento
(Da Silva et al., 2016; Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Marques, 2016; Nina et al., 2021).
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3. MATERIAL E METODOS

Tendo em vista que as metodologias utilizadas no decorrer da presente Tese se
repetem ao longo dos Capitulos e ainda no intuito de evitar redudancia na escrita ao
longo do documento, os materiais e métodos sdo descritos a seguir. Vale ressaltar que
tais metodologias sdo utilizadas nos Capitulos I, 11 e 11I, sendo que algumas técnicas e
experimentos foram conduzidos em parceria com grupos de pesquisas em diferentes
instituicfes, enquanto os demais experimentos foram conduzidos em laboratérios de

pesquisa da Universidade de Brasilia.
3.1. Coleta do material vegetal de guarana

Os materiais botanicos de Paullinia cupana (folhas e flores) foram coletados em
uma propriedade particular (Sitio Putitanga — 03°22'07" S e 57°41'27" O) localizada no
municipio de Maués, estado do Amazonas, Brasil. A coleta foi realizada de acordo com
o0 preconizado pelo Conselho de Gestdo do Patrimbnio Genético (CGen), com ndmero
de autorizacio A5C4D66 (APENDICE 1). As folhas foram coletadas em dois meses do
ano — agosto e fevereiro, correspondendo ao periodo seco (PS) e ao periodo chuvoso
(PC) na regido amazbnica ou ainda as estacdes de inverno e verdo nessa regiao,
respectivamente. Para as flores, seguiu-se a demanda espontanea nas plantas, portanto,
em relacdo aos meses de coleta somente foi possivel coletd-las no més de agosto
(periodo seco). Vale ressaltar que as folhas e flores foram coletadas da mesma planta,
independente da época do ano e sempre durante o turno da manha. Apoés as coletas, 0s
materiais botanicos foram colocados em embalagens plasticas escuras a fim de evitar
oxidagdo e transportados por via maritima e aérea, sob temperatura ambiente, até o
Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UnB. Ao
chegar, os materiais vegetais foram armazenados sob a temperatura de -80 °C até o
momento de sua utilizacdo. A identificacdo botanica (exsicata) da planta foi realizada
no Herbario da Universidade Federal do Oeste do Parda (HSTM — UFOPA) pela
professora Thais Elias Almeida e recebeu o nimero de tombo 14711 (APENDICE 2).

3.2. Preparacéo dos extratos vegetais de folhas e flores de guarana

Para a preparacdo dos extratos aquosos, 0s materiais vegetais das duas coletas
foram retirados do freezer a -80 °C e passaram pelo processo de descongelamento a
temperatura ambiente. Os extratos aquosos foram preparados, individualmente, a partir

dos cinco foliolos da folha composta do guaranazeiro coletados no periodo seco (F-PS),
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no periodo chuvoso (F-PC) e com as flores (FL-PS), de acordo com a Figura 5, sendo os
foliolos identificados sequencialmente no sentido horario. Cada parte vegetal (cerca de
um grama) in natura foi lavada com solucdo aquosa do detergente neutro Extran 1% por
cinco minutos, sendo novamente lavada, mas com agua ultrapura, por cinco minutos e

posteriormente seca sob temperatura ambiente com o auxilio de papel toalha.

F-PS F-PC FL-PS

Figura 5. Partes vegetais de guarana (Paullinia cupana) utilizadas na sintese verde de
nanoparticulas de prata (AgNPs). Os foliolos, denominados como F1, F2, F3, F4 e F5,
foram identificados na mesma ordem, no sentido horario, para as folhas compostas

coletadas nas duas épocas do ano. F-PS: folha composta coletada no periodo seco, F-PC: folha
composta coletada no periodo chuvoso, FL-PS: flores coletadas no periodo seco.

Os extratos aquosos foram sempre preparados imediatamente antes do uso com
0s materiais vegetais sendo cortados em pequenos fragmentos (aproximadamente 5 x 5
mm) e trés métodos de preparacdo dos extratos vegetais foram testados para investigar
qual poderia apresentar melhor capacidade extrativa dos compostos fitoquimicos
essenciais para a sintese verde das AgNPs.

O primeiro método consistiu em (i) agitacdo magnética (A) onde as partes
vegetais foram imersas em agua ultrapura e mantidas em agitador (761-5, Fisatom,
Brasil) por 30 minutos a 1000 rpm a temperatura ambiente; (ii) no segundo, por
decoccdo (D), o material vegetal foi adicionado em agua ultrapura, sob ebulicéo,
permanecendo por trés minutos sob fervura com temperatura em torno de 60 °C em uma
chapa de aquecimento (RH Basic 2, IKA) e (iii) no terceiro método, por infusdo (I), as
partes vegetais de guarana foram imersas em agua ultrapura fervente recém ebulida a 60
°C permanecendo em repouso por 10 minutos. ApoOs cada preparo, 0s extratos foram
filtrados em papel filtro qualitativo (Whatman n°l) e centrifugados a 6000 rpm por

cinco minutos sob temperatura ambiente em uma microcentrifuga a fim de separar os
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restos teciduais presentes mesmo apos a filtragdo (Mikro 220R, Hettich Instruments). O
volume de 4gua ultrapura adicionado a cada material vegetal em todos os métodos de
preparagédo do extrato foi de 10 mL, alcangando assim uma concentracdo de 100 mg/mL
de extrato aquoso (1:10 m/v). Todos esses procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto Ciéncias Biologicas da UnB. A Tabela 3
apresenta um resumo de cada experimento de preparo, pelos diferentes meétodos
empregados, dos extratos aquosos de foliolos ou flores guarand coletados nos dois
periodos sazonais.

Tabela 3. Extratos aquosos preparados a partir das partes vegetais de guarana (Paullinia

cupana), com variacdo da parte da planta utilizada, do método de preparacdo do extrato
vegetal e do periodo sazonal de coleta.

Extrato aquoso  Parte da planta  Método de preparacdo Periodo sazonal

1 Foliolo 1 Agitacédo Seco
2 Foliolo 1 Decocgéo Seco
3 Foliolo 1 Infusdo Seco
4 Foliolo 2 Agitacédo Seco
5 Foliolo 2 Decoccédo Seco
6 Foliolo 2 Infusdo Seco
7 Foliolo 3 Agitacédo Seco
8 Foliolo 3 Decoccéo Seco
9 Foliolo 3 Infusdo Seco
10 Foliolo 4 Agitacdo Seco
11 Foliolo 4 Decocgéo Seco
12 Foliolo 4 Infusdo Seco
13 Foliolo 5 Agitacdo Seco
14 Foliolo 5 Decocgédo Seco
15 Foliolo 5 Infusdo Seco
16 Flor Agitacédo Seco
17 Flor Decocgéo Seco
18 Flor Infuséo Seco

(Continua)
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(Continuacéo)

Extrato aquoso  Parte da planta Método de preparacdo Periodo sazonal

19 Foliolo 1 Agitacédo Chuvoso
20 Foliolo 1 Decocgéo Chuvoso
21 Foliolo 1 Infuséo Chuvoso
22 Foliolo 2 Agitacédo Chuvoso
23 Foliolo 2 Decocgédo Chuvoso
24 Foliolo 2 Infuséo Chuvoso
25 Foliolo 3 Agitacdo Chuvoso
26 Foliolo 3 Decoccao Chuvoso
27 Foliolo 3 Infusdo Chuvoso
28 Foliolo 4 Agitacdo Chuvoso
29 Foliolo 4 Decocgéo Chuvoso
30 Foliolo 4 Infusdo Chuvoso
31 Foliolo 5 Agitacdo Chuvoso
32 Foliolo 5 Decoccédo Chuvoso
33 Foliolo 5 Infusdo Chuvoso

3.3. Caracterizacdo fitoquimica e atividade antioxidante dos extratos aquosos

vegetais de guarana

Os extratos aquosos vegetais (concentracdo bruta de 100 mg/mL) preparados por
diferentes métodos foram analisados quanto a caracterizacdo dos compostos
fitoquimicos em sua composicdo, teor de compostos fendlicos e ainda a partir da
atividade antioxidante pelo mecanismo de sequestro de radicais livres.

Para essa etapa, 0s extratos aquosos analisados foram preparados por agitacéo,
decoccdo e infusdo a partir do foliolo 2 coletado no periodo seco (extratos 4, 5 e 6 da
Tabela 3), além do extrato preparado por decoccdo utilizando as flores (extrato 17 da
Tabela 3). Por sua vez, os extratos aquosos dos foliolos coletados no periodo chuvoso
foram aqueles preparados por agitacdo e decocgdo utilizando o foliolo 3 (extratos 25 e

26 da Tabela 3) e por infuséo a partir do foliolo 1 (extrato 21 da Tabela 3).
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3.3.1. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas de Alta Resolugdo (UHPLC-HRMS/MS)

O perfil dos compostos fitoquimicos presentes em cada um dos extratos aquosos
das diferentes partes de guarana foi estabelecido em um cromatdgrafo liquido de ultra
eficiéncia (UHPLC) (Nexera X2, Shimadzu Corpotation, JPN) composto por bomba
quaternéria, auto mostrador e forno de coluna acoplado a um espectrémetro de massas
de alta resolucdo que utiliza ionizagdo por electrospray e tecnologia de quadrupolo e
tempo de voo (ESI-qTOF-HRMS) (MaXis 4G, Bruker). Essas andlises foram realizadas
no Laboratorio de Quimica de Biomassa e Biocombustiveis (LQB) da Embrapa
Agroenergia, em Brasilia/DF sob supervisdo do analista José Antdnio de Aquino
Ribeiro e do pesquisador Clenilson Martins Rodrigues.

Inicialmente, os extratos foram diluidos até a concentracdo de 2 mg/mL em agua
ultrapura, centrifugados a 13.200 rpm por 10 minutos e transferidos para frascos do tipo
vial. As separa¢des cromatograficas foram realizadas utilizando coluna Acquity UPLC
HSS-T3 (150 x 2.1 mm, 1.8 um), com gradiente exploratério de eluicdo a 1 minuto
(100% A; 0% B), 9 minutos (75% A; 25% B); 14 minutos (50% A; 50% B); 17 minutos
(0% A; 100% B); 20 minutos (0% A; 100% B e 100% A; 0% B) e 25 minutos (100% A,
0% B) onde o solvente A era o acido férmico a 0,1% em agua (v/v), o solvente B era o
acido férmico a 0,1% em acetonitrila (v/v) e a vazao foi de 0,4 mL/minuto. A coluna foi
mantida a 40 °C e o volume de injecéo foi de 1 pL.

O espectrometro de massas foi operado em ambas as polaridades (positivo e
negativo), em modo de aquisicdo Auto MS/MS. A aquisi¢cdo e 0 processamento dos
dados das andlises foram feitos usando o pacote Compass 1.7 (Bruker Daltonics),
composto pelos softwares OtofControl 3.4 e HyStar 3.2. Os dados brutos foram
processados utilizando o software DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics). Os espectros
obtidos em cada cromatograma foram calibrados internamente utilizando solucdo de
formiato de sodio 5 mM, inserida no comeco de cada injecdo cromatografica por meio
do uso de uma divert valve. A recalibracdo de massas foi feita utilizando as listas de
referéncia “Na Formate pos” e “Na Formate neg”, no modo High-Performance
Computing (HPC), com desvio padrdo maximo de 0,7 ppm.

Os espectros de primeira ordem (MS) foram avaliados com o auxilio das
ferramentas SmartFormula e Compound Crowler, integrantes do software Data

Analysis. O SmartFormula permite calcular possiveis formulas moleculares para um
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dado valor medido de massa/carga (m/z). A ferramenta Compound Crowler €é utilizada
subsequentemente ao SmartFormula para realizar buscas das formulas candidatas em
bancos de dados online disponiveis, tais como Metlin e Kegg, sendo um passo
preliminar para identificacdo putativa dos compostos detectados. Os espectros de
segunda ordem (MS/MS) foram avaliados com o auxilio da ferramenta MetFrag
(https://msbi.ipb-halle.de/MetFragBeta/), um software gratuito baseado na web para
anotacdo de espectros de massas em tandem de alta resolucdo de metabdlitos, que é uma
etapa adicional essencial para aumentar a confiabilidade na predi¢cdo estrutural dos
compostos fitoquimicos investigados. Moléculas candidatas de diferentes bancos de
dados sdo fragmentadas in silico e comparadas com os valores de massa/carga obtidos
nos espectros das amostras analisadas. Uma pontuacdo (score), calculada usando as
correspondéncias de pico de fragmento, fornece informacbes sobre a qualidade da
atribuicdo do espectro candidato. As estruturas sugeridas de forma putativa por meio da
avaliacdo dos espectros de primeira e segunda ordem foram comparadas, quando
possivel, com dados da literatura cientifica para maior assertividade quanto aos

compostos identificados previamente.
3.3.2. Quantificacdo de fenois totais pelo método de Folin-Ciocalteu

O ensaio colorimétrico utilizando o reagente Folin-Ciocalteu (Dindmica, Brasil)
foi realizado para quantificar o teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos
aquosos vegetais por meio de espectroscopia de UV/Vis, logo ap0ds a preparacdo e sem
diluicdo prévia. A construcdo da curva padrdo para determinacdo da equacdo da reta
contou com seis concentragdes distintas do acido galico (200 pg/mL) (Dindmica, Brasil)
com o0s volumes de cada componente pré-determinado, segundo a metodologia de Pires
et al. (2017a) para um volume final de 300 uL em microplacas de 96 pogos. O ensaio
com as amostras de extratos vegetais teve como base esse mesmo estudo e utilizou o0s
mesmos volumes dos reagentes descritos, sendo que os extratos foram testados com um
volume de 20 pL. Tanto nos ensaios para a construgdo da curva padrdo quanto nos de
quantificacdo do teor de fendis totais, foram feitos trés experimentos independentes em
triplicata por concentracdo do padrdo/amostra, com as microplacas sendo incubadas por
20 minutos no escuro, sob temperatura ambiente antes das leituras de absorbancia a 760
nm em um espectrofotdmetro conjugado a uma leitora de microplacas (M3, Molecular

Devices) no Laboratorio de Enzimologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB. O
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teor de substancias redutoras foi expresso em equivalentes do padrao (&cido galico) por

massa do extrato vegetal (LQEAG/gEA).
3.3.3. Atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS

A atividade antioxidante dos extratos aquosos vegetais foi avaliada por meio do
método de sequestro de radicais livres utilizando o radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrihidrazil) (Sigma-Aldrich, Brasil) e o radical ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzo-
thiazoline-6-acido sufénico) (Sigma-Aldrich, Brasil), conforme metodologias adaptadas
de Pires et al. (2017b) e Torres et al. (2017). Resumidamente, os dois testes foram
conduzidos em proporc¢des de reagentes similares as indicadas nas metodologias acima,
em microplacas de 96 pocos, com o acido galico como padrdo na concentracdo de 100
pHg/mL para o ensaio de DPPH e 200 pg/mL para o ensaio com o ABTS. As curvas
padrdes foram obtidas com cinco pontos de concentracdo, além do branco (utilizando
apenas metanol), com posterior determinacdo da equacdo da reta. Todos esses
experimentos foram conduzidos em triplicata por concentracdo do padrdo/amostra, em
trés experimentos independentes, com as microplacas em repouso no escuro por 30
minutos, sob temperatura ambiente e posterior leitura de absorbancia dos pocos a 517
nm (DPPH) ou com incubagdo no escuro por 20 minutos, sob temperatura ambiente e
posterior leitura de absorbancia dos pogos a 734 nm (ABTS) em um espectrofotdmetro
conjugado a uma leitora de microplacas (M3, Molecular Devices) no Laboratério de
Enzimologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB. O potencial antioxidante nos
dois métodos foi expresso em equivalentes do padrdo (acido galico) por massa do
extrato vegetal (LgEAG/QEA).

3.4. Prospeccdo do material vegetal de guarana na sintese verde de AgNPs

Como procedimento padrdo adotado inicialmente, as reacfes de sintese de
AgNPs foram realizadas utilizando uma solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs;
Sigma-Aldrich, Brasil) a 1 mM (aproximadamente 170 pug/mL) recém preparada e 0s
extratos aquosos do material vegetal (numerados de 1 a 33, conforme a Tabela I-1) na
concentracdo de 1 mg/mL em relacdo ao volume final. Além disso, também foram
produzidos controles experimentais: (i) controle do AgNO3 (sal metalico a 1 mM e agua
ultrapura) e (ii) controle do extrato (dgua ultrapura e o extrato correspondente aquela
sintese na concentracdo de 1 mg/mL). Posteriormente, os tubos de ensaio de vidro

contendo cada mistura reacional foram protegidos com papel aluminio para evitar foto-
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oxidacgdo da prata e a evaporacéo do liquido durante a reacédo, que ocorreu sob o abrigo
de luz, com incubagdo em banho-maria (555, Fisatom, Brasil) a 70 °C por 180 minutos.
Em relacdo a etapa de otimizacéo da sintese verde, diferentes pardmetros foram
avaliados para determinar a condicdo ideal levando em consideracdo a possivel
influéncia da (i) concentracdo de extrato aquoso, (ii) concentracdo de AgNOs, (iii)
temperatura da sintese e (iv) do equipamento e/ou fonte de energia empregados durante
a sintese que podem se correlacionar com as caracteristicas finais das AgNPs
sintetizadas pela rota biogénica. Todos esses procedimentos foram conduzidos no

Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB

3.4.1. Sintese com variacdo na concentracdo do extrato aquoso de Paullinia

cupana

Foi avaliado o efeito da concentracdo do extrato aquoso de folhas de Paullinia
cupana (0,5, 1, 2, 4, 8 mg/mL) durante a sintese verde das AgNPs. Volumes
equivalentes as diferentes concentragdes do extrato aquoso foram adicionados em tubos
de ensaios de vidro que foram cobertos por papel aluminio contendo solucéo aquosa de
AgNOs a 1 mM (v/v). Nessa etapa, as suspensdes foram incubadas separadamente em

banho-maria sob temperatura de 70 °C por 180 minutos.
3.4.2. Sintese com varia¢do na concentracdo de AgNO3

Foi avaliado o efeito da concentracdo final de AgNOs (0,5, 1, 2, 3, 4 mM)
durante a sintese verde das AgNPs. VVolumes equivalentes as diferentes concentracdes
de AgNO3 foram adicionados em tubos de ensaios de vidro que foram cobertos por
papel aluminio com o extrato aquoso das folhas de Paullinia cupana na concentragdo de
2 mg/mL (v/v). Nessa etapa, as suspensdes foram incubadas separadamente em banho-

maria sob temperatura de 70 °C por 180 minutos.
3.4.3. Sintese com variacdo de temperatura

Foi avaliado o efeito da temperatura empregada em banho-maria (37 °C, 50 °C,
70 °C, 90 °C) durante a sintese verde das AgNPs. O extrato aquoso das folhas de
Paullinia cupana foi utilizado na concentracao final de 2 mg/mL e a solucdo aquosa de
AgNO3z a 2 mM (v/v), em tubos de ensaio de vidro que foram cobertos por papel

aluminio, por 180 minutos.
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3.4.4. Sintese com variagdo no equipamento e/ou fonte de energia

Foi avaliado o efeito do equipamento e/ou fonte de energia durante a sintese
verde das AgNPs. O extrato aquoso das folhas de Paullinia cupana foi utilizado na
concentracdo final de 2 mg/mL e a solucdo aquosa de AgNOs a 2 mM (v/v). As
suspensdes foram incubadas por 180 minutos em banho-maria (BM) (555, Fisatom)
(fonte de energia térmica) e banho de ultrassom (U) (Q5.9/40, Ultronique Eco-Sonics;
frequéncia 40 kHz; poténcia 132 W) (fonte de energia sonoquimica) a 70 °C; sob luz
solar (S) (fonte de energia luminosa) com temperatura entre 24 a 29 °C e sob luz UV em
um equipamento emissor de luz LED (LED) (A= 660 nm; poténcia 55W/m?) (fonte de
energia fotoquimica), sob temperatura ambiente, desenvolvido pelo professor Paulo
Eduardo Narciso de Souza, do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia — IF/UnB.
A sintese das AgNPs também foi investigada com o uso de agquecimento e pressao em
autoclave (A) (Fabbe, 103) (fonte de energia hidrotermal) por um ciclo completo (90
minutos) a 121 °C e com a irradiacdo por aquecimento em micro-ondas (M) (MEF28,
Electrolux; poténcia 1150 W; frequéncia 2450 MHz) (fonte de energia eletromagnética)
por 1,5 minuto, com a temperatura ndo quantificada.

Apds avaliar como a alteracdo dos pardmetros reacionais poderia exercer
influéncia sob as propriedades fisico-quimicas e coloidais das AgNPs com base nas
variaveis demonstradas acima, foram realizadas novas sinteses a partir das condicdes
otimizadas de cada parametro para posterior aplicacdo nos ensaios de atividades

bioldgicas e cataliticas.

3.5. Caracterizagao das AgNPs

3.5.1. Anélise de inspecao visual e espectrofotometria por UV/Vis

Ao longo da etapa de sintese das AgNPs, as mudancas de coloracdo dos meios
reacionais foram inspecionadas e as cinéticas de sintese das AgNPs foram monitoradas
em espectrofotometro de UV/Vis (UV1800PC, Phenix) no Laboratério de
Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB com a absorbancia lida
em 450 nm a cada 30 minutos durante 180 minutos ou ainda de acordo com o tempo das
leituras espectrofotométricas variando a partir das especificacGes de cada equipamento
utilizado como rota de sintese verde. Ao término das reac6es, foram construidas curvas
de absorcédo na faixa entre 350 e 550 nm de comprimento de onda, com intervalos de 10

nm, no intuito de analisar a banda maxima de absorcdo de cada amostra e seus
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controles. Os dados adquiridos foram transferidos para o software GraphPrism 8

(GraphPad software, EUA) para a construcdo dos graficos.
3.5.2. Espalhamento de luz dindmico e potencial Zeta de superficie

As suspensdes de AgNPs foram analisadas quanto ao seu diametro
hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta (PtZ), no
equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) no Laboratdrio de
Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB. As amostras foram
diluidas na proporcdo 1:10 (v/v) em agua ultrapura até um volume final de 1 mL (100
puL de amostra e 900 pL de agua) e colocadas em cubetas de poliestireno que eram
entdo introduzidas no equipamento previamente configurado para realizar as leituras em
um angulo de 90°, laser de hélio-ne6nio de 633 nm, com 120 segundos de estabiliza¢do
antes do inicio das medicgdes, na temperatura de 25 °C e realizando 10 leituras em
triplicata. Os dados foram representados por meio da média + desvio padrdo da média,
processados pelo software ZetaSizer 7.13 desenvolvido pelo mesmo fabricante do
equipamento e os graficos construidos no software GraphPrism 8 (GraphPad software,
EUA).

Para avaliar o efeito do armazenamento, aliquotas de cada suspensdo coloidal
das AgNPs foram separadas e deixadas sob condic¢des distintas: temperatura ambiente
(~ 22 °C) e em geladeira (~ 8 °C). As medicGes foram realizadas no dia da sintese e, a
fim de monitorar a estabilidade coloidal, foram repetidas um dia depois da sintese
inicial e ap6s 7, 14, 40, 60, 90, 180, 270 e 365 dias a depender das amostras de AgNPs
analisadas, nas duas condicdes de armazenamento. Vale ressaltar que para os testes de
caracterizacdo e atividades biol6gicas descritos ao longo desta tese, independente do

capitulo, foram utilizadas as aliquotas de AgNPs armazenadas em geladeira.
3.5.3. Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (ARN)

A técnica de ARN foi realizada a fim de determinar o didmetro médio e a
concentragdo das AgNPs. As amostras de AgNPs sintetizadas com 0s extratos aquosos
dos foliolos e flores coletados no periodo seco foram diluidas na proporcdo de 1:1000
em &gua bidestilada e as analises foram realizadas com microscépio digital LM10 HS
System (NanoSight, Wiltshire, Reino Unido). As medicdes foram feitas em um dnico
obturador manual e modo de ganho por 60 segundos com ganho, brilho e ajustes de
limiar em temperatura ambiente. As imagens de video das particulas, movendo-se sob

movimento browniano, foram capturadas e analisadas pelo software de analise de



30

imagem NTA 2.0 NanoSight LM10 HS (NanoSight Ltd., Minton Park, Amesbury,
Wiltshire SP47RT, Reino Unido). Essas medidas foram realizadas pelo doutor Victor
Hugo Sousa Aradjo na Universidade Estadual de Séo Paulo (UNESP).

Para as AgNPs sintetizadas com os extratos dos foliolos coletados no periodo
chuvoso e para as amostras obtidas ap6s a otimizacdo dos pardmetros reacionais, a
metodologia seguiu o estudo de Ribeiro et al. (2022). Resumidamente, a determinagéo
de tamanho médio e de concentracdo de AgNPs foi feita em um equipamento Nano-
Sight NS300 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) equipado com um
laser de diodo de 532 nm (verde) que recebeu as AgNPs diluidas 1000 vezes em agua
ultrapura, em triplicata, sendo injetadas com seringas estéreis na camara de amostra.
Essas medidas foram realizadas pelo doutorando Alberto Gomes Tavares Junior, na

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de S&o Paulo (UNESP).
3.5.4. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As AgNPs foram submetidas a analises por MET para determinagdo da
morfologia e didmetro seco. Para as amostras sintetizadas a partir dos extratos aquosos
dos foliolos e flores de guarana antes da etapa de otimizacdo, foram utilizados 10 pL de
cada suspensdo de AgNPs que foram gotejados sobre uma tela de cobre recoberta com
filme de Formvar® depositada em papel filtro dentro de uma placa de Petri de vidro.
Ap0s o gotejamento, as amostras foram secas em estufa a 60 °C por 1 hora e em seguida
analisadas em um microscépio eletrdnico de transmissdo (FEI, Tecnai) operando a 120
kV. Os experimentos foram realizados no Instituto de Estudos Avancados do Mar na
UNESP (IEAMar/UNESP) pelos professores Dayane Batista Tada e Hugo de Campos
Braga e pelo técnico Eduardo do Valle Ricardo.

Para as amostras sintetizadas apds as condi¢des de sintese otimizadas, a
caracterizacdo morfolégica das AgNPs foi investigada em microscépio eletronico de
transmissao JEM-1011 (JEOL, JPN) operando a 80 kV no Laboratério de Microscopia e
Microanalise (LMM) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB pela técnica Ingrid
Graciele. Para as analises no MET, 5 pL das suspenses de AgNPs foram colocados
sobre uma tela de cobre recoberta com filme de Formvar® e apds 24 horas secando sob
temperatura ambiente as amostras foram observadas no microscopio.

As imagens das nanoestruturas foram obtidas de forma aleatoria e os

histogramas de distribui¢do de didmetro foram construidos pelo software OriginPro 8.5
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(OriginLab Corporation, EUA) a partir da contagem das particulas de cada grupo de

AgNPs com o auxilio do software Image J (National Institute of Health, EUA).
3.5.5. Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EED)

A técnica de EED foi realizada acoplada a um microscopio eletronico de
varredura (FEI, INSPECT S50 com detector Everhart-Thornley) operando a 10 kV apos
as suspensdes de AgNPs serem gotejadas sobre suportes de aluminio (stubs), sem
metalizacdo, e secas por trés dias em recipientes fechados. A partir da incidéncia do
feixe de luz nas amostras, os elétrons mudam de nivel energético e ao retornarem
liberam energia que pode ser mensurada por meio de um detector. Como os elétrons de
cada atomo apresentam energias distintas, os elementos quimicos presentes nas
amostras podem ser identificados. As andlises foram feitas no Nucleo de Apoio a
Pesquisa em Ciéncia e Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sdo Paulo
(NAPCEM/UNIFESP), com o apoio dos professores Dayane Batista Tada e Hugo de

Campos Braga.
3.6. Atividade antibacteriana

O método de microdiluicdo em caldo foi realizado de acordo com o Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI, 2015) para determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) das amostras testadas frente as bactérias Gram-negativas
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Salmonella
enterica (ATCC 13076) e Gram-positivas Bacillus cereus (isolado ambientalmente),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228).
Esses ensaios foram realizados no Laboratério de Bacteriologia, da Universidade
Estadual de Londrina (UEL) sob supervisdo do doutorando Lucas Marcelino dos Santos
Souza e do professor Gerson Nakazato.

As bactérias foram semeadas em meio de cultura Agar Muller-Hinton (MH)
(Difco), com incubagéo a 37 °C por 24 horas. Ap0s isso, foram coletadas das placas de
2 a 5 colbnias bacterianas e colocadas em solugéo salina (0,85% de NaCl) até ajustar a
0,5 na escala de McFarland ou 1,5 x 108 UFC/mL. A microdilui¢do em caldo consistiu
na adicdo de 50 uL de MH em pocos de uma microplaca com 96 pocos e
posteriormente, colocou-se 50 uL de cada amostra no primeiro pogo da placa,
totalizando 100 pL. 50 pL dessa solucéo foram coletados e colocados no proximo pogo

e sucessivamente em todos 0s pogos, realizando assim uma diluicdo seriada com sete
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faixas de diluigdes tanto para as AgNPs e 0 AgNO3 (42,5 — 0,33 pg/mL) quanto para 0s
extratos vegetais (25000 — 50 pg/mL). A solugdo salina com as bactérias foi diluida a
concentragio de 1 x 10® UFC/mL em MH. 50 uL dessa solugdo bacteriana foram
colocados em cada poco, completando assim o volume das amostras em cada pogo.

As placas foram incubadas a 37 °C por 18 a 24 horas e posteriormente a leitura
foi feita visualmente, avaliada de acordo com a turvacdo do meio de cultura, onde a
auséncia de turbidez indicava a inibigdo do crescimento do microrganismo. Todos 0s
testes foram feitos em triplicata por concentracdo, com controle positivo (apenas
bactérias) e negativo (apenas meio de cultura). Foi realizada também a mensuracao da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), considerando-se a CBM quando a
quantidade de morte bacteriana estava > 99,9 % ap0s 24 horas de tratamento.

3.7. Atividade antioxidante

O ensaio de atividade antioxidante, baseado no sequestro de radicais livres, foi
realizado utilizando o reagente DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (Sigma-Aldrich,
Brasil) e conduzido com base nos estudos de Hemlata et al. (2020) e Patra, Das e Shin
(2019), com modificacdes. O teste com DPPH foi realizado em microplacas de 96
pocos, onde 150 pL de uma solucdo de DPPH (0,1 mM) em metanol (Dinamica, Brasil)
recém preparada foram depositados nos pogos e em seguida adicionados, em cada pogo,
150 pL das AgNPs-PC ou AgNPs-PS (nas concentracgdes de 12,5, 25, 50, 75, 100 e 150
pug/mL), dos extratos vegetais (nas concentracdes de 125, 250, 500, 750, 1000 e 1500
pg/mL) ou do &cido ascorbico (controle positivo) nas mesmas concentracGes das
AgNPs. Em seguida, as microplacas foram recobertas com papel aluminio, incubadas
por 30 minutos no escuro sob temperatura ambiente (22-25° C) e ap0s esse periodo as
leituras foram realizadas a 517 nm em um espectrofotémetro conjugado a uma leitora de
microplacas (M3, Molecular Devices). O controle negativo consistiu em 150 uL da
solugdo metandlica de DPPH (0,1 mM) com 150 pL de metanol (J.T.Baker®, Brasil) e
como branco experimental foram utilizados 300 pL de metanol.

Além desse ensaio, o radical livre ABTS" também foi testado a partir da sua
obtengdo por meio da mistura de solu¢des aquosas do reagente ABTS (acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) (7 mM) (Sigma-Aldrich, Brasil) e de persulfato de
potassio (K2S20g) (140 mM) (LabSynth, Brasil) recém preparadas, segundo Torres et
al. (2017). O teste com 0 ABTS" foi realizado de acordo com as metodologias propostas

por Abdullah et al. (2021) e Hu et al. (2022), com algumas modificagdes, em
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microplacas de 96 pocos, onde 250 pL de uma solucdo aquosa de ABTS® foram
depositados nos pogos e em seguida adicionados 50 pL das AgNPs-PC e AgNPs-PS
(nas concentracgdes de 12,5, 25, 50, 75, 100 e 150 pg/mL), dos extratos vegetais (nas
concentragdes de 125, 250, 500, 750, 1000 e 1500 pg/mL) ou do &cido ascérbico
(controle positivo) nas mesmas concentracGes das AgNPs. Em seguida, as microplacas
foram recobertas com papel aluminio, incubadas por 7 minutos no escuro sob
temperatura ambiente (22-25° C) e ap0s esse periodo as leituras foram realizadas a 734
nm em um espectrofotdmetro conjugado a uma leitora de microplacas (M3, Molecular
Devices). O controle negativo foi 250 pL de ABTS" com 50 pL de K2S;0s e como
branco foram utilizados 300 pL de K2S20s.

Estes experimentos foram realizados em triplicata, por concentracdo para cada
amostra, com trés experimentos independentes, no Laboratério de Enzimologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB. Os resultados sdo apresentados como a média
+ desvio padrdo da média, com as atividades antioxidantes expressas em porcentagem
de inibig&o dos radicais livres (%) baseados nos valores de absorbancia corrigidos pelos
seus respectivos brancos. As atividades antioxidantes foram calculadas a partir da

férmula abaixo:

(Absorbancia do controle—Absorbancia da amostra)

% de inibi¢ao = x 100 1)

Absorbancia do controle

3.8. Atividade anticancer

Todos os procedimentos descritos nesse topico estdo de acordo com protocolos
experimentais pré-estabelecidos no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas da UnB e foram realizados no mesmo laboratorio.
3.8.1. Linhagens celulares

Para esses ensaios foram utilizadas as linhagens de células tumorais
imortalizadas humanas A431 (carcinoma de pele ndo-melanoma) e A549
(adenocarcinoma de pulmao), além das linhagens ndo tumorais HaCaT (queratindcitos
humanos) e HNTMC (fibroblastos da polpa dental humana). Aliquotas das células se
encontravam em nitrogénio liquido e sdo provenientes do Banco de Ceélulas do Rio de
Janeiro (BCRJ), enquanto os fibroblastos sdo advindos de cultura primaria da polpa
dentéaria de voluntéarios saudaveis, cuja coleta foi aprovada pelo Comité de Etica
Humana da UnB (UnBDOC 104934/2008). Todos 0s ensaios in vitro foram realizados
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em incubadora de células (Thermo Scientific, EUA) a temperatura de 37 °C, com 80%
de umidade e 5% de COa.

3.8.2. Manutencéao e subcultivo celular

As células foram cultivadas, apds descongelamento, em garrafas de cultura
(Greiner Bio-one, Brasil) de 25 cm? contendo 5 mL de meio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco, EUA) estéril tamponado com bicarbonato
de sdédio (NaHCOs) e pH entre 7,2 e 7,4 suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino (SFB) e 1% (v/v) de solucdo de antibidticos (100 U/mL de penincilina e 100
pg/mL de streptomicina). O meio de cultivo foi trocado a cada 48 horas e para o inicio
dos experimentos considerou-se como ideal uma confluéncia celular em torno de 80%.

Como as linhagens celulares escolhidas séo aderentes, foram adicionados 2 mL
de uma solucdo de tripsina a 0,25% (Gibco, EUA) para desprender as células da
superficie das garrafas de cultivo e, logo apos, estas foram incubadas por 5 minutos na
incubadora. Decorrido esse periodo, as células soltas foram observadas em microscopio
de luz invertido (Ck 2, Olympus, JPN) e adicionados na garrafa 2 mL de meio de
cultivo suplementado com o intuito de inativar a tripsina. O conteldo da garrafa foi
entdo transferido para um tubo tipo falcon de 15 mL e este levado a centrifuga (90-1,
Coleman) por 3 minutos com rotacdo de 1000 rpm, sob temperatura ambiente. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em

1 mL de meio de cultura suplementado para a continuacdo dos experimentos.
3.8.3. Plaqueamento celular

A determinacdo do namero de células viaveis para a utilizacdo nos ensaios in
vitro consistiu na retirada de 10 pL das células anteriormente ressuspendidas e
deposicdo em um microtubo do tipo eppendorf de 0,6 mL com a adi¢do de 90 pL do
corante azul de tripan a 0,4% em PBS (Sigma-Aldrich, EUA). Apds ressuspender o
contetdo do eppendorf, foram retirados 10 pL e colocados em uma camara de
Neubauer, sendo que a quantidade de células/mL foi determinada baseando-se na

contagem das células nos quatro quadrantes laterais a partir da férmula abaixo:

Numero de células contadas

Numero de células em 1 mL = x Fator de dilui¢io x 10* 2

Numero de quadrantes contados

Apds a contagem foi realizado o plagueamento das células em microplacas de 96

pogos com a disposic¢do de 200 uL do meio de cultivo contendo as células A431, A549
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ou HaCaT na densidade de 1x10* células/poco, enquanto para os fibroblastos o
plagueamento foi de 5x10° células/poco. As placas foram colocadas na incubadora por
24 horas para aderéncias das células nos pogos.

Decorrido esse tempo, o meio de cultivo foi descartado dos pogos e estes
lavados com PBS. Em seguida, de acordo com o planejamento experimental, as células
foram tratadas com 200 pL das amostras de AgNPs-PC, AgNPs-PS ou AgNOs (nas
concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10 e 20 pg/mL) ou dos extratos vegetais (nas concentragdes
de 200, 400, 600, 800, 1000 e 2000 pg/mL), previamente diluidos em meio de cultivo
suplementado. O controle negativo foi preparado apenas com meio de cultivo, sem
qualquer tratamento. As placas eram entdo novamente incubadas por 24 horas para
avaliacdo da possivel citotoxicidade das amostras.

3.8.4. Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT

Apds 24 horas de exposicdo, o conteddo dos pocos foi descartado e em seguida
estes foram lavados com PBS para em seguida, ap6s descartéa-lo, serem adicionados em
cada poco 150 pL de uma solugdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio) a 10% (0,5 mg/mL) (Invitrogen, EUA) em meio de cultivo
suplementado (15 puL de MTT diluidos em 135 pL de meio de cultivo). Novamente as
placas foram levadas a incubadora de células, dessa vez cobertas com papel aluminio,
onde permaneceram em repouso por duas horas. Em seguida, 0 MTT foi retirado dos
poc¢os e substituido por 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) (Dinamica, Brasil) para
dissolver os cristais de formazan que, durante o tempo de incubacdo com o0 MTT, foram
formados. O conteddo dos pocos foi homogeneizado e ap6s cinco minutos a
absorbancia mensurada a 595 nm em um espectrofotdmetro conjugado a uma leitora de
microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific).

Foram realizados, para cada linhagem celular, trés experimentos independentes,
com repeticdes em quadruplicata por concentracdo para cada amostra. Os resultados
obtidos foram expressos como porcentagem de viabilidade celular (%) com base nos
valores de absorbancia corrigidos pelo controle (pocos com meio DMEM
suplementado, sem nenhum tratamento, com viabilidade celular definida em 100%) e
apresentados como a média + desvio padrdo da média. A férmula abaixo foi utilizada

para o célculo de viabilidade celular no presente estudo:

Absorbancia da amostra

% de viabilidade celular = ( ) X100 3)

Absorbancia do controle
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3.9. Atividade larvicida e pupicida

Nesses ensaios, 0 extrato aquoso utilizado foi o proveniente do foliolo 2 de
Paullinia cupana coletado no periodo seco e preparado por decoccao, conforme descrito
na Tabela 3 do topico “Material ¢ Métodos”. Por sua vez, as AgNPs-PS sintetizadas
com o extrato aquoso citado acima foi a amostra utilizada nos ensaios. Como controle

positivo foi utilizada a solugdo aquosa de AgNOz a 2 mM.
3.9.1. Manutencéo da coldnia e criacdo de Aedes aegypti

As colbdnias de mosquitos de Aedes aegypti (cepa Rockefeller) foram mantidas,
sem a exposicdo a qualquer inseticida, no Insetario ArboControl — Laboratorio Prof.
José Elias de Paula que é um anexo do Laboratério de Farmacognosia da UnB. O
insetério, coordenado pelas professoras Lorena Carneiro Albernaz e Laila Salmen
Espindola, possui salas estruturadas com manutencdo da umidade relativa em 70 = 10%
e temperatura a 28 + 2 °C, além de um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro
onde sdo mantidas as gaiolas dos mosquitos. Insetos adultos foram alimentados com
solucdo de aglcar a 10% (v/v) embebida em papel filtro (Whatman, Canterbury, Reino
Unido), trocado duas vezes por semana e para as fémeas ainda era disponibilizado, por
meio de um alimentador artificial, sangue equino fornecido pelo Hospital Veterinario de
Brasilia (HVET) trés vezes por semana para a producdo e maturagdo dos ovos.

A eclosdo dos ovos aconteceu com o auxilio de uma cdmara a vacuo e as larvas
eclodidas foram transferidas para bandejas de plastico contendo agua da torneira e
alimentadas todos os dias com 0,5 gramas de racdo de peixe. Apds a transformacdo em
pupas, estas foram separadas em machos e fémeas utilizando um microscépio Optico
(Leica M205 FA, EUA) e para a montagem das gaiolas foi utilizada a proporg¢éo 1:3 de
machos e fémeas, respectivamente. Por fim, 0s ovos ndo utilizados nos experimentos

eram coletados para serem utilizados em novas ecloses e manutencao de colonias.
3.9.2. Avaliacdo da atividade larvicida

Os ensaios larvicidas foram realizados de acordo com as recomendacfes das
diretrizes da OMS (World Health Organization — WHO, 2005), com modificages.
Inicialmente, 25 larvas do terceiro estagio de desenvolvimento (L3) com idades entre 72
e 96 horas foram transferidas para copos de plastico de 500 mL contendo diferentes
concentracdes das AgNPs-PS ou do AgNOs (na faixa entre 0,1 — 20 pg/mL) ou ainda do
extrato vegetal (na faixa entre 200 — 2000 pg/mL), sendo que o volume final foi
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completado até 120 mL/copo com agua da torneira a fim de obter uma coluna de agua
de 5 cm. A mortalidade (%) foi avaliada e registrada apds 24, 48 e 72 horas de
exposicdo as diferentes amostras, sendo consideradas ndo vivas as larvas que ndo se
movimentavam e/ou nao reagiam a estimulos apoOs leve agitagdo do copo. Como
controle negativo foi utilizada apenas agua da torneira no mesmo volume dos copos
com as amostras-teste. Foram realizados quatro experimentos independentes em

quadruplicata por amostra testada, cada um utilizando lotes diferentes de larvas.
3.9.3. Avaliacdo da atividade pupicida

Os ensaios pupicidas foram realizados de acordo com os protocolos
experimentais desenvolvidos pela equipe do Insetario ArboControl. Neles, 10 pupas
recém-transformadas e com no méximo um dia de vida foram transferidas para copos de
plastico de 50 mL, recobertos com uma tela fina. Em cada copo foram adicionadas
diferentes concentracdes das AgNPs-PS ou AgNOs (na faixa entre 0,156 — 30 pg/mL),
sendo que o volume final foi completado até 20 mL/copo com &gua da torneira. A
mortalidade (%) foi avaliada e registrada apos 24 e 48 horas de exposi¢do as amostras
(tempo limite para que as pupas do controle ndo se transformassem em mosquito),
sendo consideradas ndo vivas as pupas que ndo se movimentavam e/ou nao reagiam a
estimulos apo6s leve agitacdo do copo. Como controle negativo foi utilizada apenas agua
da torneira no mesmo volume dos copos com as amostras-teste. Foram realizados quatro
experimentos independentes em quadruplicata por amostra testada, cada um utilizando

lotes diferentes de pupas.
3.10. Atividade catalitica

Os experimentos cataliticos foram realizados no Laboratdrio de Espectroscopia
Optica do Instituto de Fisica da UnB em um espectrofotdmetro UV/Vis (UV-2600,
Shimadzu). Todas as solucBes e misturas reacionais utilizadas nessa etapa da pesquisa
foram incubadas, a temperatura ambiente (25 °C), sob o abrigo de luz direta.

As AgNPs foram testadas na remocgdo de corantes organicos que causam
poluicdo ambiental. Neste trabalho foi utilizado o corante azul de metileno (AM) (A=
664 nm) (Dinamica, Brasil), seguindo a metodologia proposta por Vijayan, Joseph e
Mathew (2019), com modificagdes. Foram utilizadas solucdes de 2,5 mL do corante
(0,08 mM), acrescidas de 0,5 mL do substrato borohidreto de sodio (NaBH4) (60 mM)
(Alphatec, Brasil), ambas recém preparadas em agua ultrapura. Em seguida, 0,5 mL das

suspensdes de AgNPs-PC ou AgNPs-PS (100 pg/mL) foram adicionados e as reacgoes
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de degradacdo foram acompanhadas por meio de leituras das absorbancias obtidas pelos
espectros de UV-Vis na faixa de 200 a 800 nm em intervalos de 5 minutos. A partir do
tempo de contato entre os nanocatalisadores com o corante e substrato, hd o processo de
descoloracdo das misturas reacionais e o término das reacdes definido pelo aspecto
transparente das solucbes e a diminuicdo da intensidade das bandas de absorcédo
caracteristicas do corante.

Adicionalmente, a reducdo catalitica do corante laranja de metila (LM) (A= 464
nm) (Dinamica, Brasil) foi realizada a partir da mistura de 2,5 mL do corante orgéanico
(0,08 mM) com 0,5 mL de NaBH4 (60 mM), ambas solugdes recém-preparadas em agua
ultrapura, de acordo com Paramesh et al. (2021), com alteragcdes. Em seguida, 20 pL
dos nanocatalisadores AgNPs-PC e AgNPs-PS (20 pg/mL) foram adicionados as
misturas e logo apds iniciados os registros das absorbancias obtidas pelos espectros de
UV-Vis na faixa de 200 a 700 nm com leituras em intervalos de 2 minutos a fim de
avaliar o progresso nas reacdes de degradacao ao longo do tempo que eram concluidas a
partir do momento em que a cor se tornava menos intensa e a banda de absorgdo
caracteristica do corante diminuia de intensidade.

Com os dados de absorbancia obtidos em cada tempo de leitura, estimativas da
porcentagem de degradacgéo de cada poluente foram realizadas de acordo com a equacao
4 e as cinéticas quimicas das reacdes de cada corante foram obtidas por meio de trés
modelos cinéticos: ordem zero, 1% ordem e 22 ordem conforme as equacdes 5, 6 e 7,

respectivamente (Alamier et al., 2022; Sreckovi¢ et al., 2023).

(40—AY)

% de degradacao = ™ x 100 4)
Ag— A=kt (5)

In (%) = —kt ©)
=kt (7)

Ac Ao

Onde k é a constante da taxa de velocidade da reagdo, t € o tempo final de
reacao, Ao € a absorbancia inicial dos poluentes no tempo igual a 0 e A¢ é a absorbancia
dos poluentes no tempo t. Sendo Ao e At as absorbancias a 664 e 464 nm para 0 AM e
LM, respectivamente, no tempo zero e nos referidos intervalos de leitura em UV/Vis
durante cada reacéo.

A partir das curvas construidas por meio de regresséo linear foram definidos os

valores de k, assim como os coeficientes de correlagdo (R?) e com isso foi escolhido o
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modelo cinético mais apropriado para cada reacdo envolvendo as AgNPs, o substrato e

0s poluentes testados.
3.11. Anélises estatisticas

As analises estatisticas dos dados quantitativos obtidos a partir da caracterizacédo
coloidal das AgNPs ap0s as leituras por espalhamento de luz dindmico e potencial Zeta
de superficie foram realizadas pelo teste One-Way ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey, com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando o programa estatistico
GraphPrism 8 (GraphPad software, EUA).

Os valores de ICso nos ensaios de atividade antioxidante e anticancer, além dos
dados de concentragéo letal 50% (CLso) e concentracdo letal 90% (CLgo) nos testes de
acao inseticida foram determinados por regressdo ndo linear com quatro parametros,
com base nos graficos de analise logaritmica normalizada (normalize response-variable
slope). Nesses ensaios, as possiveis diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais
foram baseadas no teste One-Way ANOVA (larvicida e pupicida) ou Two-Way
ANOVA (antioxidantes e anticancer), seguidos do teste de Tukey com nivel de
significancia de 95% (p<0,05). Em todas essas analises foi utilizado o programa
estatistico GraphPrism 8 (GraphPad software, EUA).
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CAPITULO | — Prospeccdo e caracterizacdo do material botanico
vegetal de Paullinia cupana para a sintese verde de AgNPs

1. OBJETIVOS DO CAPITULO |

- Caracterizar os compostos fitoquimicos (moléculas e/ou classes) presentes nos
extratos aquosos vegetais por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (UHPLC-HRMS/MS), além de determinar
o0 teor de compostos fenolicos e potencial antioxidante em cada um deles;

- Biossintetizar AgNPs utilizando extratos aquosos das folhas e das flores de Paullinia
cupana coletadas em periodos sazonais distintos (periodo seco e periodo chuvoso);

- Auvaliar diferentes métodos de preparacdo dos extratos aquosos de guarana
empregados na sintese verde de AgNPs;

- Caracterizar as AgNPs por meio de aspectos visuais das coloracdes das misturas
reacionais e por técnicas visando a determinacdo dos perfis de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (RPS) (anélise espectrofotométrica por Ultravioleta Visivel — UV/Vis);
diametro hidrodindmico e indice de polidispersividade (espalhamento de luz dindmico,
do inglés Dynamic Light Scattering — DLS); potencial Zeta (mobilidade eletroforética);
diametro hidrodindmico e concentracdo das nanoparticulas (Analise de Rastreamento de
Nanoparticulas — ARN); diametro seco e morfologia (Microscopia Eletronica de
Transmissdo — MET); composicdo elementar (Espectroscopia por Energia Dispersiva de
raios X — EED);

- Testar a atividade antibacteriana in vitro das AgNPs.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. Caracterizacao dos extratos aquosos por UHPLC-HRMS/MS

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) acoplada a espectrometria
de massas de alta resolucdo (HRMS/MS) equipada com uma fonte de ionizacdo por
electrospray nos modos positivo (ESI(+)-MS) e negativo (ESI(-)-MS) é uma técnica
que unifica a capacidade de separacdo de amostras complexas via sistema UHPLC com
a sensibilidade de diferenciacdo de massas via detector HRMS e tem sido amplamente
utilizada na identificacdo rapida e precisa de estruturas e padres de fragmentacéo de
biomoléculas presentes em diversos tipos de amostras, por exemplo, 0s extratos vegetais
(Vargas et al., 2016; Ma et al., 2022). Nesse estudo, ap0s a ionizacdo ser realizada, 0s
ions resultantes sdo separados, detectados em relacdo a sua razdo massa/carga (m/z) e a
partir de ferramentas in silico sdo realizadas fragmentacdes das biomoléculas candidatas
presentes nos extratos analisados.

A Figura I-1 apresenta os cromatogramas do tipo Base Peak Chromatogram
(BPC) obtidos por UHPLC e a indicagdo dos ions mais intensos destacados pela relagéo
massa/carga (m/z) obtida por meio dos espectros de massas em modo positivo de
ionizacdo (ESI(+)-MS) com o tempo de retencdo (tr) de cada composto candidato,
enquanto que o Apéndice 3 mostra, por meio dos espectros de massas, o perfil de
fragmentacdo das moléculas identificadas nos extratos vegetais analisados.
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Figura I-1. UHPLC dos extratos aquosos de Paullinia cupana demonstrando 0s
compostos eluidos e suas respectivas relacbes massa/carga (m/z) definidas pelos

espectros de massas por meio do modo positivo de ionizagdo ESI(+)-MS. EA-A-PS:
extrato aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por agitagdo; EA-A-PC: extrato aquoso do
foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por agitacdo; EA-D-PS: extrato aquoso do foliolo 2
coletado no periodo seco preparado por decoccdo; EA-D-PC: extrato aquoso do foliolo 3 coletado no
periodo chuvoso preparado por decoccdo; EA-1-PS: extrato aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco
preparado por infusdo; EA-I-PC: extrato aquoso do foliolo 1 coletado no periodo chuvoso preparado por
infusdo; EA-D-FL.: extrato aquoso de flores coletadas no periodo seco preparado por decoccéo.



43

Os cromatogramas acima demonstram o perfil dos compostos que foram
identificados por meio do modo ESI(+)-MS. Um total de 11 compostos foram
distinguidos por meio da técnica de caracterizagdo aplicada com posterior consulta aos
bancos de dados e, de acordo com os cromatogramas obtidos, algumas biomoléculas
foram consideradas como referéncia nos extratos de Paullinia cupana analisados nesse
estudo pelo modo positivo de ionizagdo uma vez que foram encontradas de maneira
recorrente nos extratos aquosos dos foliolos da planta.

O alcaloide calistegina B2 (m/z 176) foi identificado em todos os extratos dos
foliolos do periodo seco e do periodo chuvoso, independente do modo de preparagédo
empregado. Outro metabdlito detectado que apresentou picos intensos e bem aparentes,
além de tempos de retencdo curtos, foi a fagomina (m/z 148) presente em todos 0s
extratos dos foliolos do periodo chuvoso e no EA-A-PS e EA-D-PS. A teobromina (m/z
181), alcaloide derivado do grupo das metilxantinas e que sdo descritos como
compostos de alto teor na planta de guarana, nesse estudo apresentou tr entre 7,9 e 8,6
minutos em todos os extratos dos foliolos do periodo seco, além de também estar
presente no EA-A-PC.

Algumas biomoléculas pertencentes a classe dos flavonoides também tiveram a
ocorréncia relatada nos extratos aquosos de foliolos de guarana, principalmente por
infusdo, sdo elas: a taxifolina (m/z 305), a astilbina (m/z 451) e a saponarina (m/z 595).
Adicionalmente, 0 composto cinnamtannin D1, um tipo de proantocianidina (m/z 865) e
uma molécula derivada do acido carboxilico da piperidina, com ion precursor em m/z
130, também foram identificados nos extratos aquosos preparados com os foliolos da
planta. Esses resultados mostram que apenas ao alterar 0 método de preparacdo do
extrato aquoso dos foliolos da planta, distintos compostos podem ser identificados e,
por consequéncia, estar envolvidos na sintese verde das AgNPs.

O cromatograma do EA-D-FL no modo positivo de ionizagdo revelou alguns
compostos que também foram observados nos extratos preparados por foliolos, mas
evidencia ainda a presenca da cafeina (m/z 195; tr= 10,535 minutos) como um dos
compostos principais. Essa molécula ja foi extensivamente identificada em extratos de
diferentes partes vegetais de Paullinia cupana e é um constituinte ativo responsavel por
diversas propriedades bioldgicas nesta planta (Marques et al., 2019; Santana; Macedo,
2018). No extrato das flores foi também revelada a ocorréncia do alcaloide trigonelina
(m/z 138) e dos flavonoides luteoforol (m/z 291) e quercetina (m/z 551) que ndo foram

encontrados nos extratos aquosos dos foliolos de guarand no modo de ionizacdo
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positivo. Recentemente, De Oliveira et al. (2024) descreveram a presenca de
teobromina, cafeina, quercetina, quercitrina, entre outros compostos bioativos no extrato
de flores de guarand coletadas no mesmo ano e na mesma regido geogréfica dos
materiais vegetais do presente estudo.

Os cromatogramas do tipo Base Peak Chromatogram (BPC) obtidos por
UHPLC e a indicagdo dos ions mais intensos destacados pela relacdo massa/carga (m/z)
obtida por meio dos espectros de massas em modo negativo de ionizagdo (ESI(-)-MS)
com o tempo de retencdo (tr) de cada composto candidato sdo mostrados na Figura 1-2 e
no Apéndice 4 sdo apresentados os perfis de fragmentacdo das moléculas obtidos por

meio de analises dos espectro de massas.
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Figura 1-2. UHPLC dos extratos aquosos de Paullinia cupana demonstrando os
compostos eluidos e suas respectivas relaces massa/carga (m/z) definidas pelos

espectros de massas por meio do modo negativo de ionizagdo ESI(-)-MS. EA-A-PC:
extrato aquoso do foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por agitagdo; EA-D-PS: extrato
aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por decoccdo; EA-D-PC: extrato aquoso do
foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por decoccdo; EA-I-PS: extrato aquoso do foliolo 2
coletado no periodo seco preparado por infusdo; EA-I-PC: extrato aquoso do foliolo 1 coletado no
periodo chuvoso preparado por infusdo; EA-D-FL: extrato aquoso de flores coletadas no periodo seco
preparado por decoc¢éo.

Mesmo sem nenhum composto sendo identificado no EA-A-PS, foi possivel
elucidar a presenca de pelo menos sete compostos diferentes ao aplicar o modo ESI(-)-
MS. E possivel observar que existem biomoléculas identificadas em quase todos o0s
cromatogramas, independente do periodo de coleta e da parte da planta, que podem ser
tratadas como referéncia nos extratos de Paullinia cupana preparados pelos diferentes
métodos abordados no presente estudo ao utilizar o modo negativo de ionizacdo. Nesse
sentido, com picos na maioria dos cromatogramas dos foliolos de guarana coletados em
ambos os periodos sazonais, destacam-se os flavonoides afzelina (m/z 431), astilbina
(m/z 449) e quercitrina (m/z 447) com tempos de tr acima de 13 minutos e ainda o acido
quinico (m/z 191), um ciclitol, que se apresentou rapidamente eluido (tr < 1 minuto) nos

extratos de foliolos e flores do periodo seco. Ressalta-se que o acido quinico também foi
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identificado no EA-D-FL com relagdo m/z de 191 e tr de 1,218 minutos, assim como a
quercitrina com relagdo m/z de 447 e tr 14,823 minutos.

No EA-D-PC foram identificados o alcaloide calistegina B2 (m/z 174), o
monoterpeno genipina (m/z 225) e o sesquiterpeno mikanolide (m/z 289) que também
foi encontrado no cromatograma referente ao EA-D-FL. Alem disso, uma molécula
derivada das procianidinas do tipo B (m/z 577; tr= 10,5 minutos) e um metabolito
derivado das chalconas (m/z 449,1087; tr= 14 minutos) foram relatados no EA-D-PC e
no EA-I-PC, respectivamente. Com isso, é possivel notar uma maior diversidade de
metabolitos secundarios extraidos de diferentes partes vegetais de Paullinia cupana ao
empregar a temperatura no momento da extragcdo, reforcando a importancia da
investigacdo dos métodos de preparacdo de extratos vegetais e da variagcdo do periodo
sazonal na identificacdo dos compostos fitoquimicos.

A partir dos resultados acima é possivel perceber que avaliar a composicao
fitoquimica de extratos vegetais incorporando dois modos de ionizacdo a técnica de
UHPLC-HRMS/MS favorece que um conjunto maior de biomoléculas possa ser
identificado uma vez que a deteccdo dos compostos leva em consideracdo a massa
molecular, a classe bioldgica e o tempo de retencdo (Moldoveanu et al., 2013). A Figura
I-3 destaca as estruturas quimicas dos componentes fitoquimicos encontrados nos
extratos aquosos das partes vegetais de Paullinia cupana coletadas em periodos
sazonais distintos. Adicionalmente, a quantidade de biomoléculas identificadas nas
partes da planta coletadas no periodo seco foi maior que aquela resultante dos extratos
preparados por materiais vegetais coletados no periodo chuvoso, sendo que a explicagdo
para esse fato precisa ser investigada. Corroborando com o exposto por Silveira (2019),
alguns compostos fitoquimicos presentes nas plantas ndo sdo identificados pelas
técnicas abordadas devido sua baixa ou nenhuma solubilidade em agua e nesse estudo

esse foi o solvente utilizado durante as extragdes.



47

Acido quinico Afzelina Astilbina Cafeina
0 OH
HO, OH OH ng 9
o M N,GH:}
oH & | P
HO OH Yo A OH NTENTO
OH CO‘OH CH3
CHs
Calistegina B2 Cinnamtannin D1 Fagomina Genipina
CH;
OH N 04,0
OH 3 s
B HO" N
1 Wt 0
HO OH OH 5
HO OH
. . uercetina 3-O- -
Luteoforol Mikanolide Q Quercitrina

malonilglucosideo

OH
OH

HO '.,h
O g CH; OH O 4 OH
OH OH 0" YeHs O’\( oH

0 0,0 OH

OH

Saponarina Taxifolina Teobromina Trigonelina
OH OH OH
Hac @ 0
b ©
AT ™ I °
N
N pld/go \%
|
CHs CH3

Figura 1-3. Formulas estruturais das biomoléculas identificadas nos extratos de foliolos
e flores de Paullinia cupana coletados no periodo seco e chuvoso. Fonte: O autor.

Os alcaloides foram uma das classes predominantes identificadas nos extratos
aquosos de Paullinia cupana por meio da presenca recorrente do acido quinico,
fagomina, calistegina B2, teobromina e a cafeina. Algumas dessas moléculas, como a
cafeina e a teobromina, sdo produtos naturais derivados do grupo das metilxantinas e
amplamente utilizadas comercialmente devido a sua acdo estimulante, principalmente,
no sistema nervoso central, fazendo parte de diversas preparacdes médicas e fornecendo

beneficios nutracéuticos e energeticos (Lude et al., 2016; Peixoto et al., 2017; Schimpl
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et al., 2014). Estudos relatam possiveis influéncias desses compostos na biorreducao de
ions metélicos, como por exemplo a prata, entre eles o de Groning et al. (2001) onde foi
sugerido que a cafeina e uma molécula estruturalmente associada, a teofilina, podem
desencadear processos de biorreducdo com posterior sintese de AgNPs e, recentemente
Nogueira (2022) propbés que a cafeina presente no extrato aquoso de residuos da
semente de Paullinia cupana atua como possivel composto majoritario na sintese de
AgNPs biogénicas.

Adicionalmente, os flavonoides afzelina, astilbina e quercitrina foram algumas
das biomoléculas mais relatadas nos extratos aquosos estudados. Esse grupo de
metabolitos secundéarios sdo compostos polifendlicos de origem natural que tém papéis
importantes para as plantas porque participam de respostas a estresses bidticos e
abioticos e muita atencdo tem sido dada as suas propriedades quelantes e antioxidantes
(Kachlicki et al., 2016). Um dos possiveis mecanismos envolvidos na sintese verde de
AgNPs utilizando esses compostos naturais como agentes redutores dos ions Ag* para
AgP é descrito a partir da participacdo de hidroxilas (-OH) presentes em compostos
polifendlicos de moléculas pertencentes a classe dos flavonoides (flavanonas, flavanois,
flavonol) que liberam o hidrogénio para reagir por meio de quelacdo com o metal
dissociado (Oluwaniyi et al., 2016; Shaikh; Chakraborty; Islam, 2020). Esse mecanismo
ja foi anteriomente descrito ou demonstrado na sintese biogénica utilizando os
flavonoides quercetina e quercitrina como principais responsaveis pela sintese de
AgNPs estaveis e com baixo diametro, além de propriedades bioldgicas especificas
(Bose; Chatterjee, 2016; Gecer; Erenler, 2023; Karan et al., 2024; Oliveira, 2018;
Osonga et al., 2016).

2.2. Quantificacdo de fenais totais e atividade antioxidante

2.2.1. Fendis totais

Os mesmos extratos preparados com foliolos e flores de guarana e citados no
topico anterior foram avaliados quanto ao Contetdo de Fenois Totais (CFT) pelo
método de Folin-Ciocalteu logo apds a sua preparacdo e para isso foi construida uma
curva de calibrago utilizando o &cido galico como padrdo (APENDICE 5).

Como demonstrado anteriormente pela técnica de UHPLC-HRMS/MS, diversas
biomoléculas presentes nos extratos vegetais de Paullinia cupana pertencem a grupos
derivados dos compostos fenolicos que, por sua vez, tém papel reconhecido como

agentes de biorreducdo e estabilizagdo de AgNPs por meio de processos de ligagéo e



49

quelacdo com os ions Ag* (Nasrollahzadeh et al., 2019; Ovais et al., 2021). Nas plantas,
esses compostos sao importantes na defesa contra estresses de qualquer natureza e seus
teores podem estar relacionados a origem geogréfica, sazonalidade, parte da planta,
métodos de cultivo e com as formas analiticas empregadas durante a extracdo (Da Silva
et al., 2016; Da Silva et al., 2017).

O CFT estimado para cada extrato aquoso das partes vegetais de guarana
preparados por diferentes métodos esta descrito na Tabela I-1.

Tabela I-1. Quantificacdo dos teores de compostos fendlicos presentes nos extratos
aquosos de Paullinia cupana.

Extratos Compostos fenolicos totais (LgEAG/gEA)
EA-A-PS 120,5 + 0,037
EA-D-PS 437,5 + 0,093
EA-I-PS 203,5+ 0,064
EA-D-FL 646,8 + 0,165
EA-A-PC 237,0 £ 0,052
EA-D-PC 728,4 + 0,087
EA-I-PC 281,4 + 0,041

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de experimentos em triplicata.
EA-A-PS: extrato aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por agitacdo; EA-A-PC:
extrato aquoso do foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por agitagcdo; EA-D-PS: extrato
aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por decoccdo; EA-D-PC: extrato aquoso do
foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por decoccdo; EA-I-PS: extrato aquoso do foliolo 2
coletado no periodo seco preparado por infusdo; EA-I-PC: extrato aquoso do foliolo 1 coletado no
periodo chuvoso preparado por infusdo; EA-D-FL: extrato aquoso de flores coletadas no periodo seco
preparado por decoc¢éo.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se observar que 0s extratos
preparados por foliolos do periodo chuvoso comparados aos extratos do periodo seco
apresentam maior teor de compostos fendlicos, destacando-se o EA-D-PC com 728,4
HgEAG/gEA. Esse mesmo método de preparacao do extrato no periodo seco (EA-D-PS)
também foi o que resultou na maior concentracdo de compostos fenolicos, com 437,5
HgEAG/QEA e nesse mesmo periodo sazonal o EA-D-FL teve uma concentracdo ainda
mais elevada de fendis (646,8 LgEAG/QEA). Para ambos os periodos de coleta, o teor
de fenois totais foi maior nos extratos obtidos por decoccéo, seguido por infuséo e
depois por agitacdo, o que pode indicar uma sequéncia de técnicas mais satisfatorias
quanto a extracdo de compostos fenolicos de Paullinia cupana.

Os resultados alcancados sdo pioneiros na quantificacdo dessa composigédo
fitoquimica a partir de extratos de foliolos e flores de guarana coletados em periodos



50

sazonais diferentes e obtidos por varios métodos de preparacdo. Outras pesquisas
mostraram a determinagdo desse contetdo fenolico em extratos de guarana, no entanto,
ela é realizada principalmente em extratos do pé das sementes, com valores de 104,36
mQEAG/gEA (Figueira, 2021), 128,64 mgEAG/gEA (Antunes, 2011) e 151,8
mgEAG/gEA (Yonekura et al., 2016).

Em relagdo aos métodos de preparacdo dos extratos aquosos, 0 uso de agitacdo
magnética ja& foi previamente relatado por Martins (2010) com teor de compostos
fenolicos de 46,74 mgEAG/gEA, Bonilla e Sobral (2017) quantificando 139
mMQEAG/gEA e Kuskoski et al. (2012) com teor de fendis de 87,3 mgEAG/gEA, apos
duas, quatro e 24 horas de agitacdo, respectivamente, a partir de analises realizadas com
0 p6 da semente de guarand. Com o0s extratos preparados por decocgdo sob temperatura
de 60 °C, Silva et al. (2019) alcancaram conteido de fenois de 434 mgEAG/QEA e a
100 °C a extracdo de compostos fendlicos resultou em cerca de 119 mgEAG/QEA,
conforme relatado por Majheni¢, Skerget e Knez (2007).

E de fundamental importancia relatar que na maioria dos estudos citados os
extratos vegetais sdo preparados com a utilizacdo de solventes organicos como a
acetona, o etanol e 0 metanol uma vez que, corroborando com pesquisas anteriores, ha
indicios de baixa ou nenhuma solubilidade de compostos fendlicos em agua (Yilmaz;
Toledo, 2006; Przygodzka et al., 2014). Esse fator é importante de ser ressaltado uma
vez que no presente estudo todos os extratos de guaranad foram preparados em agua e,
com isso, a etapa de utilizacdo de solventes organicos durante a preparacdo dos extratos,
0S quais apresentam maior potencial de toxicidade ao processo, pdde ser dispensada,
agregando ainda mais valor ao estudo realizado.

2.2.2. DPPH

Os resultados do potencial antioxidante de sequestro do radical DPPH foram
obtidos a partir da equacdo da reta junto a curva padrdo do &cido galico mostrada no
Apéndice 6. O DPPH é um radical livre organico bastante utilizado como indicador de
atividade antioxidante em extratos vegetais e 0 ensaio se baseia no mecanismo de
transferéncia de elétrons, onde as substancias que doam atomos de hidrogénio sdo
consideradas antioxidantes e o DPPH, que é o aceptor, se torna reduzido. A cor da
mistura se altera de roxo para amarela quanto maior for o potencial antioxidante das

amostras (Yarrappagaari et al., 2020).
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Os valores da atividade antioxidante dos extratos das partes vegetais de
Paullinia cupana obtidos pelo método de sequestro do DPPH estdo resumidos na
Tabela I-2.

Tabela 1-2. Atividade antioxidante dos extratos aquosos de Paullinia cupana pelo
método de sequestro do radical DPPH.

Extratos DPPH (LgEAG/gEA)
EA-A-PS 23,43 £ 0,061
EA-D-PS 40,57 £ 0,038
EA-I-PS 34,38 £ 0,049
EA-D-FL 40,37 £ 0,008
EA-A-PC 29,48 £ 0,042
EA-D-PC 41,72 + 0,023
EA-1-PC 31,11 £ 0,039

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de experimentos em triplicata.
EA-A-PS: extrato aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por agitacdo; EA-A-PC:
extrato aquoso do foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por agitacdo; EA-D-PS: extrato
aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por decoccdo; EA-D-PC: extrato aquoso do
foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por decoccdo; EA-I-PS: extrato aquoso do foliolo 2
coletado no periodo seco preparado por infusdo; EA-I-PC: extrato aquoso do foliolo 1 coletado no
periodo chuvoso preparado por infusdo; EA-D-FL: extrato aquoso de flores coletadas no periodo seco
preparado por decoc¢éo.

Os reagentes utilizados como padrdes em testes com extratos vegetais
apresentam elevada atividade antioxidante e, com isso, a deteccdo de maiores teores de
equivalente de &cido galico indica maiores capacidades antioxidantes (Poljsak; Raspor,
2008). Quando comparados 0s extratos preparados nos dois periodos sazonais,
verificou-se maior potencial antioxidante para a eliminacdo do radical DPPH dos
extratos dos foliolos coletados no periodo chuvoso em relacdo aos extratos de foliolos
do periodo seco. Esse potencial foi maior para o0s extratos preparados por decoccao EA-
D-PS (40,57 hgEAG/QEA) e EA-D-PC (41,72 ngEAGI/gEA), similar também ao teor de
atividade antioxidante do EA-D-FL, com 40,37 ugEAG/gEA, sendo essas trés amostras
as que apresentaram maior CFT, conforme a Tabela I-1.

Silva et al. (2022) estimaram a capacidade antioxidante de extratos da semente e
da casca de guarana de 3218 UM equivalentes de Trolox/gEA e 22 UM equivalentes de
Trolox/gEA, respectivamente. O estudo de Antunes (2011) revelou que eram
necessarios 118,79 gramas de casca, 66,54 gramas de semente e 24,07 gramas de p6
comercial para inibir 1 g de DPPH. Bonilla e Sobral (2017) demonstraram que a

quantidade de extrato da semente de guarand necessaria para reduzir o radical DPPH
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variava de acordo com o tempo de incubacdo do extrato vegetal com o radical livre,
sendo maior apds 45 minutos (0,26 pug/mL) em comparacdo a incubacdo por 30 minutos
(0,14 pg/mL) ou 15 minutos (0,1 pg/mL).

2.2.3. ABTS

O ABTS é uma substancia sintética considerada como radical livre e vem sendo
utilizada em ensaios colorimétricos para mensurar a acdo antioxidante de diferentes
extratos vegetais a partir de mecanismos que envolvem a transferéncia de elétrons e
hidrogénio (Sowinska et al., 2019; Thanh et al., 2022). No presente estudo, o potencial
antioxidante dos extratos aquosos de foliolos e flores de Paullinia cupana foi
mensurado por meio da construcdo de uma curva padréo de acido géalico (APENDICE
7) e os valores resultantes da atividade antioxidante estdo resumidos na Tabela I-3.

Tabela 1-3. Atividade antioxidante dos extratos aquosos de Paullinia cupana pelo
método de sequestro do radical ABTS.

Extratos ABTS (LgEAG/gEA)
EA-A-PS 13,80 + 0,033
EA-D-PS 19,24 + 0,003
EA-I-PS 17,60 + 0,028
EA-D-FL 19,26 + 0,002
EA-A-PC 15,21 + 0,051
EA-D-PC 19,24 + 0,002
EA-I-PC 17,75 + 0,023

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de experimentos em triplicata.
EA-A-PS: extrato aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por agitacdo; EA-A-PC:
extrato aquoso do foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por agitagdo; EA-D-PS: extrato
aquoso do foliolo 2 coletado no periodo seco preparado por decoccdo; EA-D-PC: extrato aquoso do
foliolo 3 coletado no periodo chuvoso preparado por decoccdo; EA-I-PS: extrato aquoso do foliolo 2
coletado no periodo seco preparado por infusdo; EA-I-PC: extrato aquoso do foliolo 1 coletado no
periodo chuvoso preparado por infusdo; EA-D-FL: extrato aquoso de flores coletadas no periodo seco
preparado por decoc¢éo.

O potencial antioxidante do radical ABTS mostrou maior atividade pelos
extratos aquosos por decoccdo (entre 19,24 + 0,002 e 19,26 + 0,002 ugEAG/QEA),
infuséo (entre 17,6 + 0,028 e 17,75 + 0,023 ngEAG/QEA) e agitagéo (entre 13,8 + 0,033
e 15,21 + 0,051 pgeAG/gEA). Além disso, em todos os extratos, esse potencial foi
menor do que aqueles relatados ao utilizar o radical DPPH.

Grzesik et al. (2018) demonstraram que o potencial antioxidante dos metabdlitos
secundarios catequina e epicatequina foi de 3965 e 2800 mol equivalentes de

Trolox/mol, respectivamente, frente ao radical ABTS e, quando comparados aos valores
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alcancados por antioxidantes padrdes (glutationa e acido ascorbico), esses valores foram
superiores. Vale ressaltar que tais biomoléculas j& foram relatadas previamente na
composi¢do fitoquimica de extratos de Paullinia cupana (Da Silva et al., 2017;
Machado et al., 2018; Sousa, 2016) e, sendo assim, é possivel inferir que as atividades
antioxidantes promovidas por extratos vegetais podem ser atribuidas as diferentes
biomoléculas presentes em sua composicdo e que atuam de maneira sinérgica
aumentando suas propriedades bioldgicas.

Dessa forma, os resultados do presente estudo demonstram que possivelmente
pode existir uma correlacdo direta entre os teores de compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante com os métodos de preparacdo por decoc¢do, infusdo e agitacdo, nessa
ordem, independente da sazonalidade. Adicionalmente, como 0 sucesso da sintese verde
de AgNPs depende também da extracdo eficiente dos compostos fitoquimicos das
plantas e, mais intrinsicamente, de sua composicdo fenolica, propde-se a partir dos
estudos realizados até entdo um caminho a ser seguido no que tange as escolhas dos
extratos aquosos a serem utilizados e que tenham a capacidade de sintetizar
nanoestruturas com maiores rendimentos e com as caracteristicas almejadas para

investigacOes de suas bioatividades.

2.3. Analises espectrofotométricas e inspec¢ao visual das AgNPs
2.3.1. Periodo seco

» Foliolos

A Figura I-4 mostra as curvas cinéticas de sintese das AgNPs sintetizadas a
partir dos extratos aquosos preparados com os foliolos (F1 a F5) de Paullinia cupana
coletados no periodo seco e seus respectivos controles experimentais avaliando a
absorbancia por espectroscopia de UV/Vis em comprimento de onda a 450 nm durante
180 minutos. O Apéndice 8 apresenta o0s registros visuais das suspensdes de AgNPs
apos as sinteses, com énfase na variacdo de coloracdo de acordo com o método de
preparacdo empregado, sendo mais intensas para as AgNPs sintetizadas por extratos
preparados por decocgdo (AgNPs-D).
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Figura I-4. Curvas cinéticas de monitoramento das reacdes de sintese de nanoparticulas
de prata (AgNPs) sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos F1, F2, F3, F4 e
F5 de Paullinia cupana coletados no periodo seco (PS) preparados por agitacdo (A),

decoccéo (D) e infusdo (1) e seus controles (Ctr) durante 180 minutos a 450 nm. A sintese
foi realizada em banho-maria a 70 °C, com 1 mM de AgNO3z e 1 mg/mL de extrato aquoso. (AgNOs:
Solucdo aquosa de nitrato de prata. Ctr: extrato vegetal 1 mg/mL + agua).

Como ¢ possivel observar para todos os foliolos, 0 monitoramento das reacGes
mostrou um aumento da absorbancia em funcdo do tempo de sintese com maiores

intensidades relativas para as AgNPs-D, destacando-se a utilizacdo do extrato aquoso do
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F2 que teve valor de 0,630 u.a. apds 180 minutos, seguida das AgNPs-I e logo apés as
AgNPs-A, enquanto os controles experimentais ndo tiveram um aumento expressivo na
intensidade de absorbancia. Além disso, 0 aumento progressivo na taxa de sintese das
AgNPs, sem tendéncia a estabilizacdo das linhas de absorbancia, proporcional ao tempo
de reacdo pode indicar que o processo de reducdo da prata (Ag") em prata coloidal
(Ag®) esta acontecendo juntamente com a etapa de crescimento das AgNPs (Patil et al.,
2017).

Os espectros de absorbancia das AgNPs e seus respectivos controles na faixa
entre 350 e 500 nm registrados logo apds o tempo de sintese e depois de sete dias da

sintese inicial para averiguar a banda de méxima absorcdo das amostras sdo mostrados

na Figura I-5.
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Figura I-5. Curvas de absor¢do na regido do UV/Vis das nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos F1, F2, F3, F4 e F5 de
Paullinia cupana coletados no periodo seco (PS) preparados por agitacéo (A), decoccao

(D) e infusdo (1) e seus controles (Ctr) ap6s 180 minutos e sete dias (D7). A sintese foi
realizada em banho-maria a 70 °C, com 1 mM de AgNOs e 1 mg/mL de extrato aquoso. (Ctr: extrato
vegetal 1 mg/mL + &gua; AgNOs: Solucdo aquosa de nitrato de prata).

As AgNPs-D apresentaram as maiores intensidades relativas, independente do
foliolo, nas leituras realizadas imediatamente apds a sintese e apds sete dias da sintese
inicial, destacando-se as AgNPs do F1 com 0,924 u.a. e 1,141 u.a. e bandas de maxima
absorcdo em 410 e 420 nm, respectivamente. Por sua vez, as AgNPs do F2, com
intensidade de 0,934 u.a. e 1,122 u.a., respectivamente, tiveram uma Unica banda
méaxima de absorcdo em 410 nm.

Em seguida, as AgNPs-1 demonstraram maiores intensidades de absorbéncia,
destacando-se a amostra sintetizada com o extrato aquoso do F1 com intensidade de
0,464 u.a. e 0,592 u.a. no dia da sintese a decorridos sete dias, respectivamente, com
desvio batocrdmico de sua posicdo de absor¢cdo maxima de 410 para 420 nm. As
AgNPs-A tiveram os menores valores de intensidade relativa mesmo ap6s os sete dias
de sintese na maioria das amostras analisadas, sugerindo a presenca de AgNPs instaveis
ou ainda ndo completamente estabilizadas. Para essas amostras foram observadas curvas

de absorcao alargadas e comprimento de onda maximo em 420 nm.
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> Flor

As flores de guarana também foram exploradas na sintese de AgNPs a partir da
preparacdo dos extratos pelos mesmos métodos utilizados para os foliolos (agitacéo,
decoccdo e infusdo). A observacdo visual das suspensdes foi realizada apds as reacdes
de sintese das AgNPs e evidencia uma maior intensidade de cor em amarelo para as
AgNPs-D, seguida das AgNPs-1 e logo ap6s as AgNPs-A (APENDICE 9).

O progresso da cinética de sintese das AgNPs sintetizadas via extrato aquoso das
flores de guarana foi monitorado por UV/Vis a 450 nm durante o tempo de incubacgéo
por 180 minutos (FIGURA I-6).
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Figura I-6. Curvas cinéticas de monitoramento das reacdes da sintese de nanoparticulas
de prata (AgNPs) sintetizadas a partir de extratos aquosos das flores de Paullinia
cupana coletadas no periodo seco (PS) preparados por agitacdo (A), decoc¢do (D) e

infusdo (1) e seus controles (Ctr) durante 180 minutos a 450 nm. A sintese foi realizada em
banho-maria a 70 °C, com 1 mM de AgNOs e 1 mg/mL de extrato aquoso. (AgNOs: Solucao aquosa de
nitrato de prata. Ctr: extrato vegetal 1 mg/mL + agua).

Mesmo sendo outra parte da planta, nesse caso uma parte reprodutiva,
empregada como fonte de metabolitos secundarios na sintese, a intensidade de
absorbancia foi similar aquela observada pelos foliolos coletados no periodo seco, ou
seja, com maiores valores para as AgNPs-D (0,617 u.a.), seguida pelas AgNPs-1 (0,369
u.a.) e AgNPs-A (0,158 u.a.), com tendéncia a crescimento mesmo apés os 180 minutos
de incubacdo em banho-maria. Os controles experimentais ndo demonstraram qualquer
aumento da absorbancia ao longo do experimento.

As curvas de absorcdo das AgNPs sintetizadas com extratos aquosos preparados
a partir das flores de guarana e que foram obtidas no dia da sintese e ap6s sete dias sdo

mostradas na Figura I-7.
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Figura I-7. Curvas de absorcdo na regido de UV/Vis das nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir de extratos aquosos das flores de Paullinia cupana
coletadas no periodo seco (PS) preparados por agitacdo (A), decoccdo (D) e infusdo (1)
e seus controles (Ctr) ap6s 180 minutos e sete dias (D7). A sintese foi realizada em banho-

maria a 70 °C, com 1 mM de AgNOse 1 mg/mL de extrato aquoso. (Ctr: extrato vegetal 1 mg/mL + &gua;
AgNOs: Solugdo aquosa de nitrato de prata).

Para a amostra AgNPs-D, as bandas de absor¢cdo foram em 440 nm (0,587 u.a.)
no dia da sintese e 450 nm ap0s sete dias da sintese inicial (0,755 u.a.). As AgNPs-I
tiveram banda em 430 nm no dia da sintese (0,364 u.a.) e em 440 nm (0,429 u.a.) ap6s
sete dias. Com isso, também foram observadas variagbes no comprimento de onda
maximo das nanoestruturas sintetizadas com extratos aquosos das flores de Paullinia
cupana, sendo que tais desvios foram em regides de comprimento de onda maior do que
aqueles descritos anteriormente para as AgNPs sintetizadas com extratos dos foliolos
coletados no também no periodo seco.

Por sua vez, as AgNPs-A apresentaram bandas de maxima absor¢do em 400 nm,
com intensidade relativa de 0,155 u.a. e 0,166 u.a. no dia da sintese e apds sete dias,
respectivamente. Além disso, esses sinais foram pouco aparentes e com as curvas bem
alargadas, podendo sugerir a sintese de nanoestruturas de tamanhos mais elevados e

pouco estaveis em suspensao.
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2.3.2. Periodo chuvoso

A fim de avaliar a sazonalidade, os foliolos de guarana da mesma planta foram
coletados também na época de chuvas e com eles foram preparados 0s extratos aquosos
pelos mesmos métodos anteriormente relatados (agitacdo, decoccdo, infusdo), com
posterior sintese de AgNPs. A coloracédo de todas as suspensées mudou apos o tempo de
incubagdo, indicando a possivel sintese das AgNPs, com maior intensidade em amarelo
para as AgNPs-D (APENDICE 10).

O monitoramento das sinteses aconteceu por 180 minutos com leituras
espectrofotométricas fixadas no comprimento de onda de 450 nm e os gréaficos

representativos para cada foliolo empregado na sintese estdo mostrados na Figura 1-8.
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Figura 1-8. Curvas cinéticas de monitoramento das reacdes de sintese de nanoparticulas
de prata (AgNPs) sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos F1, F2, F3, F4 e
F5 de Paullinia cupana coletados no periodo chuvoso (PC) preparados por agitacao (A),
decoccdo (D) e infusdo (1) e seus controles (Ctr) durante 180 minutos a 450 nm. A sintese

foi realizada em banho-maria a 70 °C, com 1 mM de AgNOs e 1 mg/mL de extrato aquoso. (AgNOs:
Solugdo aquosa de nitrato de prata. Ctr: extrato vegetal 1 mg/mL + agua).

E possivel perceber que todas as suspensdes de AgNPs aumentam de intensidade
de absorbancia com o aumento do tempo de sintese, independentemente do metodo de
preparacdo do extrato aquoso, enquanto 0s controles ndo mudaram expressivamente a
intensidade de absor¢do. Entre os extratos empregados, aqueles obtidos pelo método de
decoccao foram os que indicaram maior potencial de reduzir os ions prata e sintetizar as
AgNPs, dado relacionado as maiores intensidades de absorcdo apontadas uma vez que
esta variou de 0,645 u.a. ao utilizar o extrato do F1 e 0,858 u.a. utilizando o extrato
foliar F3, seguido do método de infusdo e em seguida da preparacdo dos extratos por
agitacdo. Além disso, observou-se que ao utilizar os extratos dos foliolos coletados no
periodo chuvoso, os valores de absorbancia ao final de 180 minutos foram superiores
em comparacdo aqueles anteriormente descritos para os foliolos do periodo seco,
indicando maior rendimento na sintese das nanoestruturas biogénicas.

As curvas de absorcao espectrofotométricas obtidas logo apds a sintese e depois
de sete dias foram construidas para as AgNPs e seus controles experimentais na faixa
entre 350 a 500 nm (FIGURA 1-9).
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Figura 1-9. Curvas de absorcdo na regido de UV/Vis das nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos F1, F2, F3, F4 e F5 de
Paullinia cupana coletados no periodo chuvoso (PC) preparados por agitacdo (A),

decoccédo (D) e infusdo (1) e seus controles (Ctr) apés 180 minutos e sete dias (D7). A
sintese foi realizada em banho-maria a 70 °C, com 1 mM de AgNOs e 1 mg/mL de extrato aquoso. (Ctr:
extrato vegetal 1 mg/mL + agua; AgNOs: Solucéo aquosa de nitrato de prata).
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A partir dos resultados descritos é possivel perceber que as AgNPs-D tiveram as
maiores intensidades de absorcdo em comparacdo aos outros dois métodos de
preparacdo do extrato vegetal, independente do dia de analise. No dia da sintese, as
AgNPs-D dos foliolos F2, F3 e F5 alcancaram valores de absorbancia de 1,205 u.a.,
1,248 u.a. e 1,214 u.a., respectivamente, com comprimento de maxima absor¢éo em 410
nm e 1,515 u.a, 1,750 u.a. e 1,457 u.a., respectivamente, apés sete dias com
deslocamento da banda para 420 nm.

Para as amostras de AgNPs-1, o destaque é dado para as nanoestruturas
sintetizadas com o extrato aquoso do F4 que apresentaram intensidade relativa de 0,618
u.a. e 0,782 u.a. no dia da sintese e apds sete dias, respectivamente, e F5 com 0,636 u.a.
e 0,808 u.a., respectivamente. Em ambos 0s casos foram vistos desvios batocromicos da
posicdo de maxima absorcao de 410 para 420 nm ap0s uma semana da sintese inicial.
As AgNPs-A apresentaram intensidade de absorbancia abaixo de 0,5 u.a. independente
do foliolo utilizado, além de deslocamentos para regides de maior comprimento de
onda, variando de 400 para 420 nm para as AgNPs dos foliolos F3, F4 e F5.

De modo geral, a descricdo dos resultados relacionados aos dados de UV/Vis
corroboram com o principio do fenémeno de RPS, que pode ser entendido como a
oscilacdo aleatéria dos elétrons livres que estdo ao redor da superficie das AgNPs,
gerado pela interacdo com a luz incidente, sendo responsavel pelas mudancas de
coloracdes ao longo da reacdo e pelo aumento da absorcdo das AgNPs. Este fenbmeno
pode variar devido a diversos fatores como o tamanho, forma, concentracdo dos
componentes na suspensao, temperatura empregada na sintese, entre outros (Behravan
et al., 2019; Vanlalveni et al., 2018).

As propriedades Opticas e espectrais das nanoestruturas no presente estudo
demonstram que o método de preparacdo dos extratos aquosos por decocgdo,
independente do periodo de coleta (seco e chuvoso) e do tipo de material vegetal
(foliolos e flor), foi 0 mais indicado para ser utilizado uma vez que, de acordo com as
curvas cinéticas (FIGURA 1-4, 1-6, 1-8), resultou em maiores valores de intensidade de
absorbancia ap6s 180 minutos, o que pode indicar maior rendimento das AgNPs
sintetizadas. Tendo em vista que 0 sucesso na sintese verde pode ser relacionado com o
conteddo de metabolitos ativos nos extratos vegetais, entre eles os compostos fendlicos,
tais resultados corroboram com a quantificacdo dos teores desse grupo de fitoquimicos
nos extratos de Paullinia cupana que foi de 437,5 + 0,093, 646,8 £ 0,165 e 7284 *



63

0,087 gEAG/QEA para os extratos do foliolo do periodo seco, flores e foliolo do
periodo chuvoso, respectivamente (TABELA 1-1).

No que tange aos deslocamentos das bandas de absorcdo maxima, foram
observadas similaridades nos desvios de pelo menos 10 nm para regides de maiores
comprimentos de onda (redshift) nas curvas da maioria das AgNPs analisadas, nédo
tendo qualquer relacdo com as varidveis de periodo sazonal e parte da planta. Sendo
assim, € possivel concluir que os resultados demonstram que as analises espectrais por
UV/Vis utilizadas para caracterizar inicialmente as AgNPs sintetizadas a partir de
extratos aquosos de Paullinia cupana séo eficientes, apresentando peculiaridades a
depender da forma de preparacdo dos extratos e do tempo de armazenamento das
nanoestruturas. Além disso, outro fator a ser observado é que, mesmo apds sete dias das
sinteses, a intensidade de absorbancia das nanoestruturas aumentou com ou sem a
mudanca na posicao das bandas, o que indica que o processo de nucleacdo ainda estava
ocorrendo, acompanhado da formacdo de nucleos mais estaveis ao redor das AgNPs
sintetizadas (Manosalva et al., 2019).

2.4. Andlises por espalhamento de luz dindmico e potencial Zeta

As propriedades coloidais foram investigadas no dia da sintese e ap6s um dia da
sintese inicial com as aliquotas de cada grupo de AgNPs armazenadas sob temperatura
ambiente e em geladeira. Foram caracterizadas as amostras de AgNPs sintetizadas a
partir de extratos aquosos de foliolos de Paullinia cupana coletados no periodo seco e
periodo chuvoso e extratos aquosos das flores coletadas no periodo seco preparadas

pelos métodos de agitacdo (A), decoccdo (D) e infusdo (1).

2.4.1. Periodo seco

» Foliolos

Os valores de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e
potencial Zeta de superficie (PtZ) foram obtidos para as suspensdes de AgNPs-A
(TABELA 1-4), AgNPs-D (TABELA 1-5) e AgNPs-I (TABELA 1-6) sintetizadas a

partir do extrato aquoso dos foliolos coletados no periodo seco.
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Tabela 1-4. Valores de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana (F1 a F5) coletados no
periodo seco preparados por agitacdo logo apds a sintese (DO) e depois de 24 horas

armazenadas sob temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

DH (nm) Pdl PtZ (mV)
Tempo/armazenamento AgNPs — F1

DO 55,51+ 6,4 0,474 £ 0,112 -374+0,6°

D1-TA 51,28 £5,2 0,457 + 0,167 -10,7+£1,5°

D1- GEL 71,89 £10,3 0,298 £ 0,116 -359+18°
AgNPs — F2

DO 86,97 £ 32,8 0,284 +£ 0,010 -349+16°

D1-TA 68,48 + 10,5 0,222 + 0,037 -14,0+2,1°

D1- GEL 65,85 +£ 19,3 0,321 £ 0,194 -36,4+0,5%
AgNPs — F3

DO 66,58 + 13,6 0,397 £ 0,144 -26,8 +3,5%

D1-TA 65,79+ 11,9 0,293 £ 0,051 -4,34 +0,3°

D1- GEL 100,2 + 12,8 0,253 £ 0,031 -316+16°
AgNPs — F4

DO 137,6 £10,1 0,312 + 0,022 -30,7+£5,2

D1-TA 1048 7,7 0,250 + 0,014 -35,6 £4,5

D1- GEL 111272 0,260 + 0,015 -299+54
AgNPs — F5

DO 131,7+7,4°% 0,298 + 0,015 -31,1+7,6%

D1-TA 86,8+18,1°P  0,247+0,036  -8,16+3,9"

D1- GEL 138,6 + 12,22 0,320 + 0,023 -205+£79°

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs indicam resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras
dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs indicam que ndo ha diferencas estatisticas.

Como ¢ possivel observar na Tabela 1-4, o valor de DH obtido para as AgNPs
sintetizadas com o extrato aquoso do F5 diminuiu significativamente (p<0,05) ap6s o
armazenamento por um dia a temperatura ambiente, 0 que ndo ocorreu quando
armazenadas na geladeira pelo mesmo periodo. Para as AgNPs sintetizadas a partir dos
extratos aquosos dos demais foliolos ndo houve alteracdo significativa (p<0,05) nos
valores de DH das leituras realizadas, independente do dia ou da condigdo de
armazenamento. Vale ressaltar que as AgNPs dos foliolos F4 e do F5 apresentaram
didametros acima de 100 nm e isso pode ser influéncia do alargamento das bandas de
maxima absor¢do uma vez que tal caracteristica pode gerar alteragdes no tamanho e/ou
forma das nanoestruturas (Mock et al., 2002).

O PdI, parametro que avalia a homogeneidade do sistema coloidal, ndo teve
alteracdes significativas (p<0,05) entre as leituras realizadas, independente do foliolo,
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dia de leitura ou armazenamento. Quanto ao PtZ, exceto para as AgNPs sintetizadas
com o extrato do F4, todas as suspensdes de AgNPs avaliadas ap6s um dia de sintese e
armazenadas em temperatura ambiente apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) da
leitura inicial para 0 mesmo foliolo e tiveram um valor menor, em modulo, que pode ser
indicio de aglomeracdo de particulas.

Tabela I-5. Valores de didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana (F1 a F5) coletados no

periodo seco preparados por decoccdo logo apds a sintese (DO) e depois de 24 horas
armazenadas sob temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

DH (nm) | PdI | PtZ(mV)
Tempo/armazenamento AgNPs — F1
DO 54,93+ 1,9 0,287 +0,074  -19,4+1,75°
D1-TA 4424 +1,3 0,523+0,089  -8,36+0,65°
D1- GEL 57,16 + 8,4 0,289+0,102  -151+3,76°%°
AgNPs - F2
DO 79,29+ 17,4 0,303 + 0,057 -28,7+0,8
D1-TA 69,70 +9,1 0,262 + 0,065 -30,8+2,2
D1- GEL 79,78 +154 0,285 + 0,089 -352+1,2
AgNPs — F3
DO 61,07 +9,1 0,328 + 0,153 -28+1,8°
D1-TA 49,32+ 3,9 0,436 + 0,078 -10,1 £ 3,22
D1- GEL 66,51 + 13,8 0,266 + 0,017 -15,6 £ 3,2°
AgNPs — F4
DO 72,40 +229 0,306 + 0,175 -1,05+0,6°
D1-TA 4547 +7,6 0,377 +0,172 -22,7+1,2°
D1- GEL 43,93+9/4 0,456 + 0,220 -20,4+26°
AgNPs — F5
DO 59,95 + 7,7 0,389 + 0,131 -26,3+4,9
D1-TA 55,04 + 4,1 0,373 + 0,069 -26,8 £ 19,6
D1- GEL 60,35 + 5,6 0,313 + 0,102 -215+6,1

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Anélise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs indicam resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras
dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs indicam que ndo ha diferencas estatisticas.

Na Tabela 1-5, as AgNPs sintetizadas ndo apresentaram diferencas estatisticas
(p<0,05) entre si dentro de um mesmo grupo de foliolos apds as leituras de DH. E
possivel observar que o DH das AgNPs sintetizadas pelos foliolos F1, F2, F3 e F5 ap06s
um dia de sintese e mantidas a temperatura ambiente foi menor do que os valores dessas
amostras deixadas na geladeira. Os valores de Pdl também ndo variaram
significativamente (p<0,05) entre si dentro de um mesmo grupo de foliolos, mas foi

possivel modula-lo nas amostras de AgNPs sintetizadas a partir dos extratos aquosos



66

dos foliolos F2 e F5 uma vez que os valores diminuiram apds 24 horas de sintese
independentemente da condigdo de armazenamento.

O valor do PtZ das AgNPs sintetizadas utilizando extrato aquoso do F1 mantidas
em temperatura ambiente diminuiu significativamente (p<0,05) apds um dia de sintese,
enguanto os valores obtidos para as AgNPs sintetizadas com os extratos aquosos dos
foliolos F3 e F4 diferiram de forma considerdvel (p<0,05) apds 24 horas nas duas
condicBes de armazenamento em comparacao as medidas iniciais. Ao observar o PtZ
das AgNPs sintetizadas pelos foliolos F2 e F4 é possivel perceber o aumento, em
modulo, dos valores alcancados, indicando provavel estabilidade coloidal, apesar desse
aumento ndo ser significativo entre as medidas para as AgNPs do F2.

Tabela 1-6. Valores de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana (F1 a F5) coletados no

periodo seco preparados por infusdo logo ap6s a sintese (DO) e depois de 24 horas
armazenadas sob temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

Tempo/armazenamento DH | Pdl | Ptz
AgNPs — F1
DO 41,45 +129 0,463 + 0,210 -16,3 + 3,32
D1-TA 36,47+ 45 0,641 + 0,191 -37+£0,9°
D1-GEL 55,71+ 14,6 0,336 + 0,199 -191+0,6°
AgNPs — F2
DO 98,51+12,0 0,246 + 0,021 -285+4,6°
D1-TA 83,03+9,7 0,227 + 0,030 -389+0,3%
D1-GEL 89,25+6,9 0,224 + 0,015 -37,5+2,23P
AgNPs — F3
DO 61,53+ 10,4 0,275 £ 0,117 -122+49
D1-TA 53,06 £7,2 0,325 + 0,187 -9,38 + 3,7
D1-GEL 61,42 + 15,2 0,286 + 0,108 -16,9+2,8
AgNPs — F4
DO 63,59 +7,3 0,214 + 0,010 -13,7+4,6%
D1-TA 54,71+ 17,0 0,323 £ 0,243 -23,6 £5,8°
D1-GEL 52,87 +13,4 0,251 + 0,120 -12,7+£31%
AgNPs — F5
DO 60,92 £ 8,9 0,324 + 0,180 -27+2.3
D1-TA 63,53+9,3 0,266 + 0,106 -30,5+0,5
D1-GEL 63,05 +£9,7 0,295 + 0,154 -36,2+1.8

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
parametro para cada grupo de AgNPs indicam resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras
dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs indicam que ndo ha diferencas estatisticas.
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De acordo com a Tabela 1-6 ndo foram encontradas diferencas significativas
(p<0,05) entre os valores de DH e Pdl medidos para as AgNPs, mas aquelas sintetizadas
com o extrato do F2 tiveram os menores valores de Pdl, enquanto as AgNPs sintetizadas
pelos foliolos F2, F3 e F4 apresentaram sutis diminui¢Ges nos valores de DH ap6s um
dia de sintese nas duas condicdes de armazenamento. No geral, o DH foi maior quando
as amostras foram armazenadas em geladeira em comparagdo as aliquotas mantidas sob
temperatura ambiente, exceto para as AgNPs dos foliolos F4 e F5.

O PtZ apresentou diferencas estatisticas (p<0,05) nas medidas realizadas para as
AgNPs sintetizadas com extratos aquosos dos foliolos F1, F2 e F4, com o aumento dos
valores quando as AgNPs foram mantidas por um dia a temperatura ambiente e com
destaque para as nanoestruturas advindas da sintese com o extrato do F2 que apresentou
potencial Zeta de -38,9 mV.

> Flor

Os valores das medicbes de diametro hidrodindmico (DH), indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta de superficie (PtZ) das AgNPs sintetizadas a

partir dos extratos das flores de guarana séo apresentados na Tabela I-7.

Tabela 1-7. Valores de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir de extratos aquosos das flores de Paullinia cupana coletadas no periodo seco
preparados por agitacdo, decoccdo e infusdo, logo apds a sintese (DO) e depois de 24
horas armazenadas sob temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

DH | PdI | PtZ
Tempo/armazenamento —
Agitacao
DO 392,7+ 19,72 0,644 +0,0292  -10,7+1,7°
D1-TA 324,1+137,3% 0,599 +0,1732 24+272
D1 - GEL 112,6 +17,1° 0,287 + 0,025  -252+0,7°¢
Decocgéo
DO 78,87 +4,1 0,311 + 0,075 -33,8+0,52
D1-TA 70,74+ 2,7 0,324 + 0,069 -26,6 +1,9°
D1 - GEL 73,85+ 4.4 0,310 + 0,078 -36,0 £ 2,42
Infusdo
DO 75,38 +11,9° 0,229 + 00,0522  -253+3,6°
D1-TA 53,90 + 0,52 0,377 +£0,036®  -10,3 + 3,32
D1 - GEL 56,20 + 2,12 0,284 +0,010®  -13,9+3,5%2

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs indicam resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras
dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs indicam que nao ha diferencas estatisticas.
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O DH das AgNPs-A foi comparativamente maior (> 100 nm) em relacdo as
AgNPs utilizando os outros tipos de preparagdo do extrato e com Pdl acima de 0,5,
exceto quando as AgNPs foram armazenadas em geladeira apds um dia. Por sua vez, o
PtZ foi considerado intermediario, demonstrando provavel polidispersividade das
particulas. Isso pode ser devido a auséncia de uma banda de absorcdo maxima nos
espectros de UV/Vis (FIGURA I-7) e ainda a técnica adotada para a extracdo dos
compostos fitoquimicos ndo ser tdo eficiente, uma vez ocorrendo sob temperatura
ambiente e ainda aos fragmentos do material vegetal resultantes apds a etapa de
agitacdo magnética e que ndo foram utilizados na biorreducdo dos ions Ag™.

Para as AgNPs-1, os valores de DH diminuiram significativamente (p<0,05) apos
24 horas nas duas condicGes de armazenamento. O Pdl da amostra mantida sob
temperatura ambiente foi consideravelmente maior (p<0,05) do que os valores
mensurados na medida inicial e em geladeira. Em relacdo ao PtZ, os valores, em
modulo, foram significativamente menores (p<0,05) apdés um dia de sintese
independente da condicdo de armazenamento, indicando que esse método de preparacao
do extrato pode favorecer a sintese de particulas estaveis, mas que com o passar do
tempo essa estabilidade torna-se incipiente.

Em relacdo as AgNPs-D, ndo foram encontradas diferencas significativas
(p<0,05) nos valores de DH que se apresentaram abaixo de 80 nm e no Pdl, com valores
abaixo de 0,35. O PtZ dessas amostras pode sugerir maior estabilidade ja que, tanto na
medida inicial quanto ap6s um dia armazenadas em geladeira, os valores mensurados
foram acima de -30 mV. Esses resultados corroboram com os relatados nas analises por
UV/Vis, onde a cinética de sintese das AgNPs teve maior intensidade para aquelas
preparadas com extratos por decoccdo, além de maior intensidade na curva de absorcao
(FIGURAS I-6 e I-7), favorecendo a sintese de nanoestruturas pequenas, monodispersas
e com elevada estabilidade coloidal.

Em suma, a partir dos resultados descritos até essa etapa da pesquisa para as
AgNPs sintetizadas utilizando os extratos de partes vegetais de Paullinia cupana
coletadas no periodo seco e, levando em consideracdo os dados espectrofotométricos e
coloidais apresentados, foram escolhidas as amostras de AgNPs sintetizadas com o
extrato aquoso do F2 por decoccdo (AgNPs-D-PS), as AgNPs preparadas pelo extrato
aquoso das flores por decoccdo (AgNPs-FL-PS) e seus respectivos extratos para as

demais etapas de caracterizacdo e para o teste de atividade antibacteriana no Capitulo I.
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2.4.2. Periodo chuvoso

Os valores de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e
potencial Zeta de superficie (PtZ) foram obtidos para as suspensdes de AgNPs-A
(TABELA 1-8), AgNPs-D (TABELA 1-9) e AgNPs-I (TABELA 1-10) sintetizadas a
partir do extrato aquosos dos foliolos coletados no periodo chuvoso.

Tabela 1-8. Valores de didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana (F1 a F5) coletados no

periodo chuvoso e preparados por agitacdo logo apds a sintese (DO0) e depois de 24
horas armazenadas sob temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

Tempo/armazenamento DH | Pl | Ptz

AgNPs - F1

DO 136,1 + 24,3 0,612 + 0,110 -35,5+0,8

D1-TA 144,8 + 30,6 0,296 + 0,063 -33,9+ 3,0

D1-GEL 206,4 + 31,6 0,374 + 0,052 -34,7+ 2,7
AgNPs — F2

DO 227,71+ 24,0 0,571 + 0,240 -35,6 +2,2

D1-TA 138,8 £ 50,2 0,673 + 0,248 -36,8 £ 6,9

D1-GEL 215,2+31,8 0,503 + 0,078 -31,9+3,7
AgNPs — F3

DO 1455+ 43,5 0,526 + 0,259 -35,4 + 3,7

D1-TA 128,1 + 43,7 0,476 + 0,167 -304+15

D1-GEL 139,3 + 48,7 0,376 + 0,036 -29,3+75
AgNPs — F4

DO 124,5 + 44,6 0,406 + 0,034 -316+2,3

D1-TA 154,7 £ 14,5 0,400 + 0,068 -37,5+0,8

D1-GEL 175,1+29,9 0,426 + 0,038 -34,3+ 2,7
AgNPs — F5

DO 223,3+68,9 0,459 + 0,151 -36,6 + 1,67

D1-TA 266,8 +107,0 0,559 + 0,158 -354+2,14

D1-GEL 186,4+9/4 0,509 + 0,087 -35,3+1,86

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Anélise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs indicam resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras
dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs indicam que ndo ha diferencas estatisticas.

De acordo com os dados da Tabela 1-8, ndo foram encontradas diferencas
significativas (p<0,05) dos parametros analisados entre as AgNPs sintetizadas por
qualquer foliolo, no entanto, o alargamento das bandas das AgNPs-A, conforme
demonstrado pelas curvas de UV/Vis (FIGURA 1-9), alem do método de preparacéo do
extrato sem uso de temperatura, como citado anteriormente, contribuem fortemente para

o0s elevados tamanhos e polidispersividade das nanoestruturas.
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Entre as medicdes de DH, aquelas que aconteceram ap0s um dia de sintese das
aliquotas acondicionadas sob temperatura ambiente apresentaram os menores valores
em relacdo as amostras em geladeira, exceto para as AgNPs do F5. Alem disso, pode-se
sugerir uma modulacdo no DH e Pdl das AgNPs sintetizadas com extrato do F3 uma
vez que os valores apds 24 horas diminuem em relacdo aqueles medidos no dia da
sintese. No geral, o PtZ das amostras apresentou valores, em maddulo, préximos ou
superiores a -30 mV, destacando-se aqueles acondicionados sob temperatura ambiente
que foram maiores em relacdo aos valores das AgNPs mantidas sob refrigeracdo apds
24 horas, exceto ao utilizar o extrato aquoso do F1.

Tabela 1-9. Valores de didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana (F1 a F5) coletados no

periodo chuvoso e preparados por decoccdo logo apds a sintese (DO0) e depois de 24
horas armazenadas sob temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

Tempo/armazenamento DH | Pdl | Ptz
AgNPs - F1
DO 81,98 £ 15,8 0,290 = 0,075 -34,2+0,9
D1-TA 70,90 £ 15,7 0,312 +£ 0,044 -33,6 +0,9
D1-GEL 83,6370 0,354 £ 0,136 -348+0,8
AgNPs — F2
DO 142,2 £ 26,9 0,388 + 0,019 -34,9 +1,93b
D1-TA 90,97 £4,2 0,386 + 0,065 -36,2+0,6°
D1-GEL 114,3 + 26,6 0,394 £ 0,133 -31,1+4,2°
AgNPs — F3
DO 86,76 £ 9,9 0,417 + 0,036 -385+1,4
D1-TA 78,63 £ 6,0 0,347 £ 0,028 -345+0,4
D1-GEL 85,2+10,2 0,311 + 0,032 -352+0,3
AgNPs — F4
DO 125,9 £ 39,9 0,404 + 0,129 -35,4+0,7
D1-TA 99,78 £12,2 0,523 £ 0,145 -33,7+0,6
D1-GEL 100,4 £ 6,9 0,615 + 0,098 -36,6 + 0,2
AgNPs — F5
DO 106,5 + 34,9 0,467 £ 0,154 -359+0,2
D1-TA 85,48 £ 14,5 0,480 + 0,084 -35,7+1,2
D1 - GEL 88,23+ 19,5 0,503 £ 0,126 -36,3+0,3

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs indicam resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras
dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs indicam que nao ha diferencas estatisticas.

De acordo com a Tabela 1-9, a caracterizacdo coloidal demonstra menores
valores de DH principalmente para as AgNPs sintetizadas com extratos dos foliolos F1

e F3, onde todas as medidas tiveram nanoestruturas com didmetros abaixo de 100 nm.
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Apbs 24 horas, os valores de DH de todas as amostras mantidas a temperatura ambiente
foram menores em comparagcdo com as medidas das AgNPs armazenadas em geladeira.
O PdI das amostras pdde ser modulado na sintese utilizando o extrato do F3 uma vez
que diminuiu apés um dia nas duas condi¢cBes de armazenamento, engquanto para as
AgNPs dos foliolos F1, F4 e F5 os valores medidos foram superiores ao da sintese
inicial. O PtZ indicou boa estabilidade coloidal, com valores acima de -30 mV e, a partir
do armazenamento sob refrigeracdo, as AgNPs apresentaram 0s maiores valores para
esse parametro, exceto aquelas sintetizadas a partir do extrato aquoso do F2.

Tabela 1-10. Valores de diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade
(Pdl) e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana (F1 a F5)
coletados no periodo chuvoso e preparados por infusdo logo apoés a sintese (DO) e

depois de 24 horas armazenadas sob temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira
(D1 - GEL).

Tempo/armazenamento DH Pdl Ptz

AgNPs — F1

DO 77,28 +15,1 0,326 + 0,158 -319+49

D1-TA 73,73£2,1 0,388 + 0,087 -348+1,7

D1-GEL 86,73+ 145 0,309 + 0,117 -34,9+0,2
AgNPs — F2

DO 148,1 + 36,2 0,359 + 0,042 -36,3+2,8

D1-TA 127,0 + 25,8 0,412 + 0,154 -348+15

D1-GEL 138,6 + 47,6 0,463 + 0,174 -35,8 + 3,7
AgNPs — F3

DO 76,35+ 16,3 0,410+ 0,121 -35,8+0,5

D1-TA 65,29 £ 6,1 0,316 + 0,047 -325+0,5

D1-GEL 68,86 £5,1 0,439 + 0,147 -33,9+59
AgNPs — F4

DO 71,46 £ 11,2 0,454 + 0,185 -339+10

D1-TA 59,82 +5,0 0,476 + 0,102 -36,5+1,2

D1-GEL 84,73+ 16,2 0,410 + 0,266 -36,7+1,7
AgNPs — F5

DO 128,8 + 20,2 0,411 + 0,154 -32,9+0,7

D1-TA 93,5+29,8 0,519 + 0,202 -36,2+ 2,7

D1-GEL 107,6 + 37,3 0,295 + 0,022 -343+14

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
parametro para cada grupo de AgNPs indicam resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras
dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs indicam que ndo ha diferencas estatisticas.

Ao analisar os dados da Tabela 1-10 ndo foi possivel verificar valores
significativamente diferentes (p<0,05) entre si para nenhuma das variaveis estudadas.
As AgNPs sintetizadas pelos extratos dos foliolos F1, F3 e F4 tiveram DH abaixo de

100 nm, mas, como padrao observado para as AgNPs sintetizadas com os extratos dos



72

foliolos coletados no periodo chuvoso, todas as amostras armazenadas a temperatura
ambiente tiveram menores valores de DH ap6s um dia da sintese inicial. O Pdl
manteve-se intermediario com valores entre 0,2 e 0,5 indicando uma moderada
homogeneidade na polidispersividade das AgNPs e nenhuma modulacdo pbde ser
obtida a partir das condi¢des de armazenamento ou o dia de analise. O PtZ de todas as
amostras indicou valores acima de -30 mV, com destaque para as AgNPs mantidas sob
refrigeracéo, exceto para a amostra sintetizada com o extrato aquoso do F5.

De acordo com os resultados de caracterizacao fisico-quimica até essa etapa do
estudo, em relacdo as AgNPs sintetizadas com o0s extratos aquosos dos foliolos
coletados no periodo chuvoso a amostra que segue para as demais etapas de
caracterizacdo e para o ensaio de atividade antibacteriana no Capitulo | € aquela advinda

do foliolo F3 por decocgdo (AgNPs-D-PC), além de seu respectivo extrato aquoso.
2.5. Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (ARN)

A anélise por ARN é uma alternativa simples e rapida que permite calcular o
didmetro médio e a concentracdo das AgNPs. Os resultados estdo listados na Tabela I-

11 e os histogramas de distribuicdo e intensidade sdo mostrados no Apéndice 11.

Tabela 1-11. Valores do diametro médio e concentracdo de nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir do extrato aquoso do foliolo 2 (AgNPs-D-PS) e das flores
(AgNPs-FL-PS) de Paullinia cupana coletados no periodo seco e do extrato aquoso do
foliolo 3 (AgNPs-D-PC) de Paullinia cupana coletado no periodo chuvoso preparados
por decoccdo, obtidos por Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (ARN).

Amostra Diametro médio (nm) Concentracéo (particulas/mL)
AgNPs-D-PS 68,9 +0,7 1,56 x 108
AgNPs-FL-PS 61,4+ 1,0 1,68 x 10%
AgNPs-D-PC 78,4+2,6 1,43 x 101°

Os valores estéo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata.

A técnica de ARN apresenta resolugdes de picos bem definidas e mesmo que
existam populagdes de particulas grandes no meio da suspensdo analisada elas tém
pouco impacto na precisdo da medicdo do tamanho que é realizada (Filipe; Hawe;
Jiskoot, 2010). As medidas por ARN revelaram que os diametros médios das AgNPs-D-
PS, AgNPs-FL-PS e AgNPs-D-PC foram de 68,9 + 0,7 nm, 61,4 £1,0nme 78,4 £ 2,6
nm, respectivamente, com concentragdes de 1,56 x 108 1,68 x 10 e 1,43 x 10%

particulas/mL, respectivamente. A diferenca dessa tecnica em relagdo aos valores de
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DH obtidos por DLS pode ser devido ao fato de que as distribuicdes de didametro por
espalhamento de luz dindmico sdo maiores por considerar a contribui¢do de populagoes
de particulas de vérios tamanhos (Hristov et al., 2017).

Gavhane et al. (2012) sintetizaram AgNPs usando extratos de folhas de neem
(Azadirachta indica) e as medi¢fes de ARN revelaram tamanho médio de 43 nm,
Kharat e Mendhulkar (2016) sintetizaram AgNPs utilizando folhas de Elephantopus
scaber (lingua-de-vaca) com tamanho de 78 nm e concentracdo de 1,66 x 108
particulas/mL, enquanto Martins (2018) utilizou extratos aquosos de Hibiscus
sabdariffa (hibisco) para a sintese de AgNPs e obteve um diametro médio de 50,12 nm
e concentracéo de particulas de 5,93 x 10'° AgNPs/mL, evidenciando a utilizacdo dessa
técnica para a caracterizacdo de AgNPs advindas de diversas plantas.

2.6. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A morfologia das AgNPs sintetizadas com foliolos e flores de guarana e o0s

histogramas de distribuicdo de tamanho de cada amostra sdo mostrados na Figura 1-10.
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Figura 1-10. Imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) e
histogramas de distribuicdo de didmetro referentes as AgNPs sintetizadas a partir do
extrato aquoso do foliolo 2 — AgNPs-D-PS (A) e do extrato aquoso das flores de
Paullinia cupana coletadas no periodo seco — AgNPs-FL-PS (B), além do extrato
aquoso do foliolo 3 de Paullinia cupana coletado no periodo chuvoso — AgNPs-D-PC
(C) preparados por decocgéo.

As AgNPs caracterizadas por MET apresentaram bordas regulares e bem
definidas, além de morfologia predominantemente esferoidal, sendo possivel observar
ainda formas triangulares, hexagonais, prismaticas e anisotrépicas. O didmetro seco
alcancado por MET para as AgNPs-D-PS, AgNPs-FL-PS e AgNPs-D-PC foi de 46,37 +
0,18 nm (R?= 0,99), 48,85 + 0,19 nm (R?= 0,99) e 40,72 + 0,16 nm (R?>= 0,95),
respectivamente. Corroborando com estes resultados e tendo como base a teoria de Mie,
a presenca de apenas uma Unica banda de absor¢do méxima nos espectros de UV/Vis é
considerada caracteristica de nanoestruturas esféricas e, tendo essa banda diferentes
comprimentos de onda, as AgNPs podem ter formatos e tamanhos distintos
(Khodashenas; Ghorbani, 2019).

Os resultados descritos comprovam que apenas com a modulacdo da parte da
planta e da forma de preparacdo do extrato vegetal é possivel sintetizar AgNPs com
caracteristicas morfoldgicas e dimensionais diferentes. E importante ressaltar que para
determinar o R?, os ajustes nas curvas de distribuicio foram aplicados com base na
distribuicdo log-normal para as AgNPs tanto do periodo seco quanto do chuvoso, ndo
tendo relagdo com o nimero de particulas contabilizadas, mas demonstrando uma boa
estimativa do didmetro médio na populagéo analisada a partir da técnica empregada.

Pesquisas recentes comprovam que a técnica de MET tem sido explorada na
caracterizagdo de nanoestruturas biogénicas sintetizadas a partir dos extratos das flores

de Jatropha integerrima (peregrina) e Cassia auriculata (avaram) com didmetros
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médios de 29 e 43 nm, respectivamente (Suriyakala et al., 2022; Prabula et al., 2022),
similarmente ao observado no presente estudo. O efeito da sazonalidade foi estudado
por Albernaz (2014) na sintese de AgNPs utilizando extrato das folhas de mama-cadela
(Brosimum gaudichaudii) coletadas no periodo chuvoso com diametro de
aproximadamente 20 nm e ainda por Oliveira et al. (2019) ao explorar 0 extrato aquoso
das folhas de sucupira-branca (Pterodon emarginatus) coletados no periodo seco e
chuvoso e sintetizar AGNPs com 28,1 e 33,2 nm, respectivamente

A partir dos resultados de MET é possivel perceber que os tamanhos das AgNPs
foram menores que os observados anteriormente por DLS e ARN uma vez que nesses
casos ha a camada de solvatacdo aquosa ao redor da superficie das AgNPs, além do
namero de particulas contabilizadas em cada analise. Outro aspecto importante de ser
ressaltado é a cobertura recobrindo a superficie das nanoestruturas dando-lhes um
aspecto sombreado. Esse fenbmeno € caracteristico de ser observado ao analisar
nanomateriais biogénicos devido a imobilizacdo das biomoléculas dos extratos vegetais
(polissacarideos e/ou proteinas) que atuam como estabilizadoras durante o processo de
sintese das AgNPs (Ahmad; Sharma, 2012; Yassin et al., 2022).

2.7. Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EED)

O espectro dispersivo de energia é resultado de uma técnica qualitativa e
quantitativa que fornece informacdes sobre a composicdo quimica elementar de uma
amostra e, no caso de AgNPs sintetizadas por rotas de sintese verde, se torna
imprescindivel na avaliacdo do conteldo de prata e de outros &tomos que revestem a
superficie das particulas, estabilizando-as. A identificacdo dos elementos das amostras
acontece por meio das energias dispersadas pelos raios X e a intensidade dos picos
aparentes reflete a quantificacdo dos elementos (Mani et al., 2021; Mendes, 2015).

A Figura 1-11 apresenta os espectros de EED das AgNPs sintetizadas por
extratos de foliolos e flores de guarana coletados no periodo seco e foliolos coletados no
periodo chuvoso. Neles, a ocorréncia de um pico de absorcdo em 3 keV, caracteristico
do efeito RPS, confirma a presenca da prata nas amostras que se dispersa no inicio dos
espectros como um dos constituintes principais (Katta; Dubey, 2021; Rizwana et al.,
2023).
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Figura 1-11. Espectros por Energia Dispersiva de Raios X (EED) e mapa elementar
mostrando a distribuicdo dos atomos presentes nas amostras de AgNPs sintetizadas a
partir do extrato aquoso do foliolo 2 — AgNPs-D-PS, (A) do extrato aquoso das flores de
Paullinia cupana coletadas no periodo seco — AgNPs-FL-PS (B) e do extrato aquoso do
foliolo 3 de Paullinia cupana coletado no periodo chuvoso — AgNPs-D-PC (C)
preparados por decocgao.

A proporgédo, em massa, de prata é de 24,06% para as AgNPs-D-PS, 28,81% nas
AgNPs-FL-PS e 25,91% para as AgNPs-D-PC. A presenca de picos com a identificagdo
dos atomos de carbono (C), oxigénio (O), magnésio (Mg), silicio (Si) e potassio (K)
pode ser consequéncia de resquicios dos componentes dos extratos vegetais, bem como

ainda aparecerem como tracos do contetdo mineral proveniente do solo que a planta é
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cultivada (Chakraborty et al., 2021; Pathak et al., 2021). O pico intenso em torno de 1,5
keV indica a presenca de aluminio que compde o stub onde as amostras foram
previamente depositadas para leitura no equipamento.

2.8. Avaliacdo da atividade antibacteriana

A CIM e a CBM das AgNPs foram determinadas para as cepas Escherichia coli

e Staphylococcus aureus. Os resultados estdo compilados na Tabela 1-12.

Tabela I-12. Atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir do extrato aquoso do foliolo 2 (AgNPs-D-PS) e das flores (AgNPs-D-FL) de
Paullinia cupana coletados no periodo seco e do extrato aquoso do foliolo 3 (AgNPs-D-
PC) coletado no periodo chuvoso preparados por decoccao.

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Amostras CIM CBM CIM CBM
AgNPs-D-PS 2,65 2,65 10,6 21,25
AgNPs-D-FL 53 53 10,6 21,25
AgNPs-D-PC 10,6 10,6 10,6 10,6
AgNO3 10,6 21,25 10,6 10,6

Concentracdo inibitéria minima: CIM: pg/mL; Concentracéo bactericida minima: CBM: pg/mL.

As AgNPs-D-PS e AgNPs-D-FL apresentaram melhores atividades contra a
bactéria Gram-negativa Escherichia coli dados os resultados quanto a acdo inibitoria e
bactericida (2,65 a 5,3 pg/mL), enquanto as AgNPs-D-PC tiveram CIM e CBM de 10,6
pg/mL que foi o mesmo observado em relacdo a atividade contra a bactéria
Staphylococcus aureus. Essa cepa Gram-positiva apresentou-se mais resistente aos
tratamentos empregados ja que foram necessarios 21,25 pg/mL para obter efeitos
bactericidas na maioria das amostras testadas. A susceptibilidade das bactérias ao
AgNOs revelou que Escherichia coli foi mais resistente ao tratamento com o sal
metélico em comparacdo & maioria das amostras de AgNPs. Em relagcdo a bactéria
Staphylococcus aureus, a eficacia do AgNOs foi igual ou superior a observada pelas
AgNPs biogénicas.

Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios que relatam maior
susceptibilidade das bactérias Gram-negativas as AgNPs devido sua parede celular ser
composta por uma Unica camada de peptidoglicano, sendo entdo menos rigida e
favorecendo a entrada de agentes como as particulas em escala nanométrica (Veeramani

et al., 2018; Yin et al., 2020). Dessa forma, pode-se indicar que a agdo causada pelas
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AgNPs biogénicas independe do periodo sazonal ou parte da planta, causando
atividades antibacterianas distintas e que as AgNPs sintetizadas nesse estudo se tornam
candidatas ideias para aplicacGes em diversas areas, como por exemplo na industria
alimenticia e da salde, combatendo microrganismos causadores de infeccbes e
resistentes aos medicamentos utilizados na pratica clinica.

Por sua vez, 0s extratos aquosos de guarana ndo tiveram atividade antibacteriana
dentro da faixa de concentracOes testadas (dados ndo mostrados). Alguns fatores podem
ter influenciado nesses resultados, entre eles, (i) a quantidade de extrato utilizado nas
sinteses (1 mg/mL) que pode ter sido ainda menor uma vez que apoés a filtracdo apenas
as moléculas realmente extraidas permanecem, (ii) o método de extracdo das
biomoléculas dos extratos que pode limitar as concentracbes dos compostos
responsaveis por tal atividade, (iii) além dos fatores sazonais e (iv) 0 método empregado
na determinacdo da atividade antimicrobiana (Gobbo-Neto, 2007; Kischkel et al., 2018;
Ramos, 2018; Selvam et al., 2017).

No estudo de Bonilla e Sobral (2017) foi relatada acdo antibacteriana contra
Staphylococcus aureus promovida por extratos de sementes de guarand, enquanto Basile
et al. (2005) verificaram que os extratos da semente de guarana expressaram CIM de 32
ug/mL e 64 pg/mL para as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus,

respectivamente.
3. CONCLUSAO

Neste capitulo demonstrou-se a sintese de AgNPs utilizando uma abordagem
sustentavel, simples e rapida a partir de extratos aquosos dos foliolos e flores de
Paullinia cupana. Ao avaliar os diferentes métodos de preparo dos extratos vegetais,
notou-se uma maior influéncia daqueles que fazem uso de temperatura durante o
processo, com destaque para a elucidacdo de alcaloides e flavonoides como compostos
majoritarios, desempenhando efeitos diretos na biorreducgdo e estabilizacdo das AgNPs.
Além disso, a diferenca sazonal e a parte da planta utilizada correlacionam-se
diretamente ao rendimento das AgNPs, bem como em seus diametros hidrodindmicos,
podispersividade, concentracdo, morfologias e potenciais Zeta, demonstrando que tais
caracteristicas podem ser alteradas visando selecionar nanoestruturas para determinadas
aplicacdes. Adicionalmente, as AgNPs apresentaram acdo antibacteriana expressiva
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus de maneira superior aquela

demonstrada pelo controle positivo (solugdo aquosa de AgNO3).
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CAPITULO Il — Otimizacdo dos parametros reacionais na sintese
verde de AgNPs

1. OBJETIVOS DO CAPITULO II

- Sintetizar AgNPs utilizando extratos aquosos de folhas de guarana alterando os
pardmetros reacionais durante a sintese verde (concentracdo de extrato aquoso,
concentragdo de AgNOs, temperatura da sintese, equipamento e/ou fonte de energia
empregados na sintese);

- Caracterizar as AgNPs por meio de aspectos visuais das coloracbes das misturas
reacionais e por técnicas visando a determinacdo dos perfis de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (RPS) (anéalise espectrofotométrica por Ultravioleta Visivel — UV/Vis);
diametro hidrodindmico e indice de polidispersividade (espalhamento de luz dindmico,

do inglés Dynamic Light Scattering — DLS) e potencial Zeta (mobilidade eletroforética).
2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar os diferentes parametros envolvidos na sintese verde de AgNPs
utilizando como precursores 0s extratos vegetais, encontram-se lacunas quanto as
combinacdes entre eles que resultam em AgNPs com as melhores caracteristicas de
rendimento, tamanho, forma, estabilidade, além de aplicacdes biolégicas, uma vez que
cada planta tem composicdes fitoquimicas altamente complexas (Anand et al., 2015;
Jain; Mehata, 2017). Portanto, o controle desses parametros, bem como a rota de sintese
das AgNPs, pode influenciar nos processos de reprodutibilidade tendo em vista que
cada nanomaterial é Unico e os mecanismos envolvidos a partir da utilizacdo de
diferentes compostos fitoquimicos utilizados na sintese verde ainda ndo sdo totalmente
conhecidos. Dentre esses parametros, a concentracdo do extrato vegetal, a concentracdo
do sal metélico, a temperatura da reacdo e o equipamento/fonte de energia foram
avaliados no intuito de otimizar a sintese de AgNPs utilizando extratos aquosos de
folhas de Paullinia cupana e os resultados sdo apresentados a seguir.

Vale ressaltar que, para esse capitulo, foi escolhida a amostra de AgNPs
sintetizada a partir do extrato aquoso do foliolo 2 de Paullinia cupana coletado no
periodo seco e preparado por decoccdo (Tabela 3 do topico “Material e Métodos™). A
parte vegetativa (foliolos) foi a escolhida para dar continuidade a pesquisa devido estar
disponivel ao longo de todo o ano na planta, diferentemente das flores (parte
reprodutiva) que tém um periodo especifico para sua ocorréncia. Além disso, outro

aspecto levado em consideracao foi que os resultados de caracterizacdo e das atividades
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bioldgicas apresentadas no Capitulo | para as AgNPs sintetizadas por extratos de
foliolos e flores ndo diferiram de maneira consideravel. Por sua vez, o periodo sazonal
escolhido para ser abordado nesse capitulo foi o periodo seco devido a essa etapa da
pesquisa ter sido realizada em seguida a coleta do material vegetal desse periodo do

ano.

2.1. Sintese com variagdo na concentracgdo do extrato aquoso
2.1.1. Anélises visuais e espectrofotométricas por UV/Vis

A variabilidade de agentes redutores presentes nos extratos vegetais utilizados
na sintese biogénica de AgNPs é um dos fatores mais importantes na padronizacdo dos
protocolos experimentais dada as propriedades de cada planta, além da parte vegetal
utilizada durante as reacdes (Moteriya et al., 2016; Zayed et al., 2015). Nesse sentido,
foram realizadas sinteses sob temperatura de 70 °C, com incubacdo em banho-maria por
180 minutos e com 0 AgNO3z na concentragcdo de 1 mM utilizando extratos aquosos da
parte vegetativa de Paullinia cupana (folhas) nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 4 e 8
mg/mL equivalentes ao extrato bruto previamente preparado a 100 mg/mL.

De acordo com o observado na Figura II-1A, todas as reacdes de sintese
apresentaram mudancas de coloracdo do meio reacional, sendo mais visivel a medida
em que a concentracdo do agente redutor aumentava e esse pode ser considerado um dos
primeiros aspectos observados durante a sintese das AgNPs biogénicas, conforme
também foi descrito previamente (Pupe; Silva, 2021; Sherin et al., 2020). Além disso,
ao avaliar a cinética de sintese das AgNPs por meio de espectroscopia de UV/Vis a 450
nm, foi observado aumento na intensidade de absorbancia durante o tempo de sintese
proporcional ao aumento da concentracdo do extrato aquoso, como é demonstrado na
Figura 11-1B.

Tais resultados indicam que o aumento da concentracdo de extrato vegetal
favorece um maior rendimento durante a sintese de AgNPs, enquanto nenhum aumento
de absorbéancia foi visto para os controles experimentais (solucdo aquosa de AgNOsz e de
extratos aquosos — dados ndao mostrados). Velmurugan et al. (2014) relatam que ao
aumentar a quantidade de extrato aquoso de gengibre (Zingiber officinale) e,
consequentemente de metabdlitos secundarios, as AgNPs sdo mais rapidamente
sintetizadas do que quando menores concentraces sdo utilizadas, tornando a sintese

incompleta.
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Figura I1-1. (A) Registro visual da coloracdo das suspensfes de nanoparticulas de prata
(AgNPs) ap6s 180 minutos de reacdo empregando diferentes concentracfes do extrato
aquoso das folhas de Paullinia cupana. (B) Curvas cinéticas de monitoramento da
sintese de AgNPs a 450 nm, obtidas durante 180 minutos, a 70 °C em banho-maria, com
AgNOs a 1 mM utilizando extrato aquoso (EA) das folhas de Paullinia cupana em
diferentes concentragdes.

As andlises por UV/Vis também foram realizadas ap6s 180 minutos para
caracterizar e confirmar a sintese de AgNPs por meio das bandas de maxima absor¢édo
entre 350 e 550 nm (FIGURA 11-2). Essa investigagdo € importante porque oS
metabdlitos secundarios vegetais podem ser um fator limitante durante a sintese
comprometendo as etapas que levam a sintese das AgNPs, resultando em particulas com
diferentes formas e tamanhos e, consequentemente, com bandas de absor¢cdo méxima
diferentes (Pimpan; Ritthichai, 2016).
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Figura I1-2. Curvas de absorcdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) apds 180 minutos
de sintese, a 70 °C em banho-maria, com AgNOz a 1 mM utilizando extrato aquoso

(EA) das folhas de Paullinia cupana em diferentes concentracfes. A insergio na parte
superior direita do espectro mostra 0 aumento da intensidade de absor¢do em funcéo da concentragédo de
extrato aquoso e a insercdo na parte inferior direita é uma apresentacdo de intervalo com escala de
absorbancia ampliada no intuito de melhorar a visualizagdo das bandas de absorc¢éo formadas para as trés
menores concentragdes do extrato aquoso.

Vérias biomoléculas podem desempenhar papel redutor e estabilizador das
AgNPs em suspensdo e como as plantas tém composicdes fitoquimicas complexas ha
um comportamento distinto durante as reacfes de sintese (Tamilselvi et al., 2012).
Como indicado, a banda caracteristica de maxima absorbancia foi em 420 nm para as
AgNPs com extratos na concentracdo de 0,5 mg/mL e 4 mg/mL, enquanto para as
AgNPs com 1 mg/mL, 2 mg/mL e 8 mg/mL essa banda foi em 430 nm, corroborando
com o que sugerem Singh et al. (2018) sobre a prata metélica exibir caracteristicas de
absorbancia em torno desses comprimentos de onda.

Ja em relacdo a intensidade das bandas, esta foi maior a medida em que a
concentracdo do extrato aquoso aumentava, variando de 0,267 u.a. na concentragdo de
0,5 mg/mL e 2,196 u.a. na concentracdo de 8 mg/mL, mostrando correlacdo direta entre
as bandas de RPS formadas e a quantidade de metabolitos presentes na sintese,
similarmente ao que foi mostrado por Nguyen et al. (2021) e Seifipour, Nozari e
Pishkar (2020) utilizando extratos de Passiflora edulis (maracuja) e Tragopogon
collinus, respectivamente. Este fato sugere que, até certo ponto, possa haver uma
competicdo entre a reducdo dos fons Ag® e a sua complexagdo com os metabdlitos
vegetais, por exemplo como demonstrado por Souza e Giovani (2004) ao comprovar
efeitos sinérgicos de flavonoides complexados com ions metalicos na eliminacdo de

radicais livres.
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2.1.2. Avaliacéo por meio de DLS e potencial Zeta de superficie

As propriedades dimensionais e elétricas das AgNPs sintetizadas com a
utilizacdo de diferentes concentragdes do extrato aquoso das folhas de Paullinia cupana
foram analisadas em relacdo ao diametro hidrodindmico (DH), indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta de superficie (PtZ) no dia da sintese e apds 24
horas, com armazenamento das AgNPs sob duas condigdes: temperatura ambiente (~ 22
°C) e em geladeira (~ 4 °C) (TABELA 11-1).

Tabela I1-1. Valores de diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade
(Pdl) e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana em diferentes

concentragfes, no dia da sintese (DO) e ap6s 24 horas com armazenamento a
temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

Tempo/armazenamento DH | Pl | Ptz
0,5 mg/mL
DO 53,15+ 2,72 0,533+0,036  -27,5+1,83°
D1-TA 79,57 +2,1°¢ 0,527 +0,038  -35,8+0,265°2
D1- GEL 65,07+2,9° 0,520 + 0,064  -38,0 + 3,742
1 mg/mL
DO 57,78+ 1,12 0,488 +0,010°  -354+1,0°
D1-TA 67,77+16°" 0,506 + 0,017  -32,3+0,2°
D1- GEL 7239+1,1¢ 0,525 +0,012°>  -34,3+0,82
2 mg/mL
DO 68,63 + 4,82 0,473 + 0,026 -21,8+2,8P
D1-TA 64,94 + 0,82 0,485 + 0,004 37,7+1,1°
D1 - GEL 78,03+ 1,9° 0,511 + 0,028 -35,6 + 0,32
4 mg/mL
DO 66,30 + 0,8" 0,484 + 0,005 -36,2+0,4
D1-TA 58,31 +25%2 0,486 + 0,045 -34,0+0,4
D1 - GEL 55,69 + 0,12 0,444 + 0,011 -33,8+1,8
8 mg/mL
DO 65,13 + 0,220 0,419 + 0,031 -322+1,1°
D1-TA 62,36 + 1,22 0,396 + 0,054 29,8+ 0,82
D1 - GEL 66,41 +2,0° 0,468 + 0,025 -31,5+0,92P

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs nas diferentes concentragbes do extrato aquoso indicam resultados
estatisticamente diferentes. Valores sem letras dentro de cada pardmetro para cada grupo de AgNPs nas
diferentes concentracdes do extrato aquoso indicam que ndo ha diferencas estatisticas.

A partir da Tabela Il1-1 pode-se observar que o DH das AgNPs aumentou nas
concentracdes de 0,5 mg/mL e 1 mg/mL apds 24 horas em relacdo aqueles medidos no
dia da sintese. Diferentemente, quando a concentracdo foi de 4 mg/mL, os valores de
DH diminuem apds 24 horas. Ja para as concentracdes de 2 mg/mL e 8 mg/mL,
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nenhuma correlacéo pdde ser obtida quanto ao DH das AgNPs sintetizadas e as medidas
resultaram em AgNPs com DH menor que 100 nm. De acordo com Rastogi e
Arunachalam (2013), a estabilizacdo das AgNPs biogénicas pode ser controlada apenas
a partir da modificacdo nas concentracbes dos extratos biolégicos por meio do
fendmeno de impedimento estérico que é facilitado pela ancoragem de grandes
biomoléculas a superficie das nanoestruturas, formando uma camada fisica de protecao
e evitando interagdes entre as particulas, controlando a agregacéo entre elas.

Em relacdo ao Pdl, os valores medidos estavam entre 0,396 e 0,533 e somente
nas leituras das AgNPs sintetizadas com a concentragdo de 1 mg/mL observou-se
diferenca significativa (p<0,05) entre o valor medida inicial com o valor da aliquota
armazenada em geladeira apds um dia de sintese. No geral, maiores concentracdes de
extratos aquosos indicam que mais biomoléculas estdo disponiveis no meio reacional
para proteger as AgNPs de agregacdo, enquanto menores concentragdes, mesmo
reduzindo os ions de prata, ndo podem protegé-los de processos de acumulo e
aglomeracdo devido a baixa quantidade de moléculas bioativas (Rehman et al., 2023).
Sobre o PtZ, a maioria dos valores obtidos representam estabilidade satisfatdria, sendo
acima de -30 mV, aumentando ap0s 24 horas apenas nas amostras de AgNPs
sintetizadas com 0,5 mg/mL e 2 mg/mL de extrato aquoso em ambas as condic¢des de
armazenamento.

Todas as concentracfes do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana testadas
no presente trabalho propiciaram a sintese bem-sucedida de AgNPs biogénicas sob o
ponto de vista de intensidade de absorbancia e caracteristicas fisico-quimicas,
destacando-se que, ao aumentar a concentragdo de extrato aquoso, o rendimento da
sintese também aumentava. Com isso, visando o estudo dos demais parametros de
sintese e afim de evitar que altas concentracdes do extrato aquoso resultem na geracéo
de resquicios das biomoléculas quando em combinacdo com o sal metalico, a

concentracdo intermediaria de 2 mg/mL foi escolhida para 0s experimentos posteriores.
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2.2. Sintese com variagao na concentracdo de AgNO3

2.2.1. Anélises visuais e espectrofotométricas por UV/Vis

A variacdo nas concentracOes do sal metalico pode influenciar em caracteristicas
de tamanho e morfologia, além disso, visando a obtencdo de um processo de nucleagéo
homogéneo é importante que a concentracdo escolhida ndo seja limitante a sintese das
AgNPs (Chou; Lu; Lee, 2005; Kang et al., 2018). No presente estudo, foram realizadas
sinteses de AgNPs sob temperatura de 70 °C em banho-maria, utilizando a concentracéo
otimizada de 2 mg/mL de extrato aquoso das folhas de Paullinia cupana e variando a
concentragdo de AgNOs entre 0,5, 1, 2, 3 e 4 mM.

De acordo com a Figura 11-3A, ndo foram detectadas mudancas aparentes na
coloracdo das suspensdes com base em diferentes concentracdes do sal metalico,
sugerindo que a quantidade de extrato vegetal utilizado nessa etapa de otimizagédo
apenas conseguia responder a biorreducdo e estabilizacdo dos ions Ag™ até um limite,
diferentemente do demonstrado nos estudos de Das et al. (2022) e Ullah et al. (2020)
onde as variaches na intensidade de coloracdo relacionadas a sintese de AgNPs
utilizando extratos aquosos de Humulus lupulus (ldpulo) e Fagonia indica (dhamasa)
foram observadas na faixa entre 1 a8 mM e 1 a 15 mM, respectivamente.

Por meio das curvas cinéticas, as analises de UV/Vis a 450 nm demonstram que
as sinteses das AgNPs ao longo de 180 minutos tém um comportamento em que, com 0
aumento do tempo de incubacdo, hd um aumento da intensidade de absorbancia em
todas as amostras e consequentemente no potencial redutor dos ions Ag*™ (FIGURA 1I-
3B) a0 mesmo tempo em que 0s controles experimentais (apenas solu¢do aquosa de
AgNOs nas mesmas concentracdes testadas para a sintese das AgNPs) ndo apresentaram
mudanca na intensidade de absorcdo ao longo do tempo (dados ndo mostrados). Parmar
et al. (2019) relatam que ao aumentar a concentracdo de AgNOs de 0,5 a 2 mM ¢
possivel observar um aumento na taxa de sintese das AgNPs sintetizadas a partir de
extratos de jameldo (Syzygium cumini), conforme também demonstrado no presente

estudo.
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Figura 11-3. (A) Registro visual da coloracdo das suspensfes de nanoparticulas de prata
(AgNPs) apds 180 minutos de reacdo empregando 2 mg/mL de extrato aquoso das
folhas de Paullinia cupana e diferentes concentracées do AgNOs. (B) Curvas cinéticas
de monitoramento da sintese de AgNPs a 450 nm, obtidas durante 180 minutos, a 70 °C
em banho-maria, com 2 mg/mL de extrato aquoso das folhas de Paullinia cupana e
diferentes concentragdes do AgNOsa.

As curvas de absorcdo espectrofotométricas foram investigadas por UV/Vis na

faixa entre 350 e 550 nm e os resultados sao mostrados na Figura 11-4.
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Figura 11-4. Curvas de absorcdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) apds 180 minutos
de sintese, a 70 °C em banho-maria, empregando 2 mg/mL de extrato aquoso das folhas

de Paullinia cupana e diferentes concentracGes de AgNOaz. A insergéo ao lado do espectro
mostra a intensidade de absorcdo em funcéo da concentragdo de AgNOs.

O aumento nas intensidades de absorbancia, proporcional a concentracdo do sal
metalico, pode ser devido a um aumento na formacdo de nucleos que resulta na sintese
de um maior nimero de AgNPs, o que é causado por uma maior probabilidade de
choque entre os fons Ag* com o0s agentes redutores vegetais e posterior sintese das
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AgNPs (Islam et al., 2019). A variacdo na concentracdo do sal metalico ndo promoveu
alteracbes nas bandas de absor¢do maxima das AgNPs, uma vez que para todas as
amostras a maior intensidade foi em 430 nm (FIGURA I1-4), corroborando com
pesquisas anteriores que utilizaram AgNPs sintetizadas por extratos de Hagenia
abyssinica (kosso) e Cleome viscosa (flor-aranha asidtica) em que a faixa de
concentracdo do sal metélico testada foi similar a relatada no presente estudo (0,5 a 6
mM) e as bandas de absor¢do maxima foram em comprimentos de onda entre 400 e 450
nm (Melkamu; Bitew, 2021; Yarrappagaari et al., 2020).

No entanto, quanto a intensidade de absorbancia, essa foi maior para as misturas
reacionais contendo 4 mM (0,8 u.a) e 2 mM (0,715 u.a.) e, de fato, baixas
concentracbes de sal metalico podem esgotar rapidamente os ions Ag" a serem
reduzidos, resultando em picos com menores intensidades (Karekalammanavar; David,
2018; Sila et al., 2019). Além disso, Nakhjavani et al. (2017) relataram que sob maiores
concentracOes de precursor metalico o rendimento das AgNPs pode diminuir a partir da
desestabilizacdo das particulas com aumento de agregacao e precipitacdo, podendo ser
essa a explicacdo para a menor intensidade de absor¢do na concentracdo de 3 mM

(0,644 u.a.) observada no presente estudo.
2.2.2. Avaliacéo por meio de DLS e potencial Zeta de superficie

A caracterizacdo coloidal por espalhamento de luz dindmico (DH e Pdl) e
potencial Zeta de superficie (PtZ) das AgNPs obtidas por meio da utilizacdo de
diferentes concentracfes do sal metalico é apresentada na Tabela 11-2 em relacdo aos
valores obtidos no dia da sintese e ap6s 24 horas de armazenamento das AgNPs a
temperatura ambiente (~ 22 °C) e em geladeira (~ 4 °C).
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Tabela 11-2. Valores de didmetro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade
(Pdl) e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana em diferentes
concentragfes do AgNOs, no dia da sintese (DO) e apds 24 horas com armazenamento a
temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

Tempo/armazenamento DH | Pl | Ptz
0,5 mM
DO 53,52 +0,8%2 0,576 + 0,005 -34,6 +0,72
D1-TA 4546 +2,7° 0,694 +0,189  -292+282%P
D1 - GEL 52,35+ 2,72 0,557 + 0,075 -28,1+3,4°
1mM
DO 52,97 + 0,92 0,539 + 0,044 -34,3+0,9
D1-TA 59,25 + 1,4° 0,538 + 0,048 -30,9 + 3,2
D1 - GEL 70,89 +1,5°¢ 0,531 + 0,019 -30,1+1,3
2 mM
DO 65,39+ 1,22 0,461 + 0,006 -33,9+0,52
D1-TA 68,08 +2,12 0,446 + 0,013  -29,5+3,82P
D1 - GEL 70,70 +2,3" 0,473 + 0,032 -28,2+0,5°
3mM
DO 90,16 + 1,3P 0,343 + 0,043 -28,7+2,6°2
D1-TA 98,27 +1,92 0,383+0,036  -27,7+1,12P
D1 - GEL 99,45+ 1,22 0,301 + 0,009 241 +1,3P
4 mM
DO 168,7 +1,7° 0,282 + 0,014 -325+2,1
D1-TA 158,3 + 2,82 0,266 + 0,014 -32,0+0,8
D1 - GEL 162,5+1,72 0,276 + 0,015 -31,1+2,9

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs nas diferentes concentracbes de AgNO; indicam resultados
estatisticamente diferentes. Valores sem letras dentro de cada parametro para cada grupo de AgNPs nas
diferentes concentragdes de AgNOs indicam que ndo ha diferencas estatisticas.

Os valores apresentados na Tabela I1-2 mostram que o DH teve diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as medi¢des no dia da sintese e apo6s 24
horas para todas as concentracbes, variando apenas em relacdo a condicdo de
armazenamento, com destaque para as aliquotas deixadas sob temperatura ambiente que
resultaram em um DH menor independente da concentracdo do sal metélico utilizada.

Adicionalmente, foi possivel modular o diametro das particulas uma vez que as
menores concentracdes do sal metalico empregadas nas misturas reacionais resultaram
em AgNPs de menores tamanhos. Do contrario, nas maiores concentra¢des, o tamanho
médio obtido para as AgNPs era maior, o que foi demonstrado também no estudo de
Shirzadi-Ahodashti et al. (2021a) com AgNPs sintetizadas a partir do extrato das folhas
de Stachys inflata ao utilizar 8 mM de AgNO3 e obter didmetro médio entre 75-125 nm

e no estudo de Shirzadi-Ahodashti et al. (2021b) que sintetizaram AgNPs com diametro
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médio entre 70-120 nm utilizando o extrato de Convolvulus fruticosus empregando 9
mM do sal metélico. Isso ja foi descrito anteriormente como um fendmeno observado
devido a presenca dos ions Ag* na superficie dos nucleos pré-formados e que leva ao
processo de reducdo secundaria com a sintese de AgNPs maiores, provavelmente a
partir da aglomeracéo entre elas (Aadil et al., 2016; Ghoshal; Singh, 2022).

Em relacdo ao Pdl, houve modulacdo em relagdo aos diferentes grupos de
AgNPs uma vez que quanto maior era a concentra¢do do sal metélico, menor era o valor
de Pdl, indicando homogeneidade nas populacdes das nanoestruturas e levando a crer
que maiores concentracdes do sal metélico favorecem as etapas de crescimento e
estabilizacdo das nanoestruturas na suspensdo aquosa. Corroborando com esses
resultados, Ombredane (2016) sintetizou AgNPs a partir do extrato aquoso de acafrdo
(Curcuma longa) e ao utilizar o sal metalico na concentracdo de 0,5 mM verificou que
as AgNPs tinham Pdl de 0,403, enquanto as AgNPs sintetizadas a partir da
concentracdo de 1 mM do sal metalico tiveram Pdl de 0,294.

O Ptz foi considerado satisfatorio e ndo apresentou correlacdo direta entre os
dados obtidos e as concentracGes de sal metalico utilizadas, no entanto, os valores apds
um dia de sintese diminuem, em maodulo, sendo que aqueles medidos apds 24 horas de
armazenamento na geladeira séo significativamente diferentes (p<0,05) dos valores
obtidos inicialmente ao utilizar as concentracgdes de 0,5 mM, 2 mM e 3 mM. Qutro fator
a ser destacado é que, independentemente da concentracdo do sal metalico, as leituras
das aliquotas armazenadas sob temperatura ambiente resultaram em AgNPs com maior
valor, em médulo, em comparacdo aquelas mantidas em geladeira.

Em resumo, foi possivel sintetizar AgNPs alterando as concentracdes de AgNO3
com caracteristicas satisfatorias a partir de analises por UV/Vis e propriedades
coloidais. Dessa forma, em consenso com 0s demais parametros de otimizacdo no
presente estudo e no intuito de ndo utilizar concentracdes excessivas do sal metalico que
possam favorecer uma reducdo incompleta e a presenca de prata ionica livre, a

concentracgéo escolhida para a continuacao da pesquisa foi a de 2 mM de AgNO:s.
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2.3. Sintese com variacao de temperatura

2.3.1. Anélises visuais e espectrofotométricas por UV/Vis

A temperatura é um fator essencial durante o processo de nucleacdo dos ions
Ag" para a sintese das AgNPs uma vez que controla a cinética de reacdo no processo de
sintese. Ao explorar temperaturas especificas pode haver o controle do tamanho e
morfologia das AgNPs sintetizadas levando em consideragdo o fendmeno de fuséo entre
as particulas (Chauhan; Upadhyay, 2012; Jiang et al., 2011). Para determinar o efeito da
temperatura reacional, as reacdes foram incubadas em banho-maria por 180 minutos nas
temperaturas de 37 °C, 50 °C, 70 °C e 90 °C, com o extrato aquoso das folhas de
Paullinia cupana a 2 mg/mL e concentracdo de AgNO3 fixada em 2 mM.

De acordo com a Figura 1I-5A pode-se observar que todas as suspensdes de
AgNPs mudaram a coloragéo para um tom amarelo conforme a temperatura aumentava,
similarmente ao observado no estudo de Rather et al. (2022) explorando a sintese de
AgNPs a partir do extrato aquoso de Cuphea carthagenensis (sete-sangrias) com a
temperatura variando de 15 °C a 55 °C, indicando a influéncia desse parametro na
sintese das AgNPs por meio da biorreducdo dos ions Ag* pelas biomoléculas do extrato.

O monitoramento da sintese, com leituras de absorbancia das amostras em
UV/Vis a 450 nm, foi realizado durante a incubacdo das misturas reacionais em
diferentes temperaturas (FIGURA 11-5B). As curvas cinéticas demonstraram que as
AgNPs sintetizadas sob temperatura de 90 °C apresentaram valor de absorbancia apos
30 minutos muito proximo aos valores das demais temperaturas de reacdo apdés 180
minutos, indicando um provavel maior rendimento na sintese das AgNPs, mesmo que
ndo completamente estaveis em suspensdo. Além disso, na temperatura de 90° C, o
valor de intensidade de absorbancia aos 180 minutos foi quase o dobro observado nas
temperaturas intermediarias (50 °C e 70 °C), enquanto, sob a temperatura de 37 °C, a
absorbancia permaneceu sem alteracdes ao longo desse mesmo periodo, similarmente
aos dados obtidos para os controles experimentais (solucdo de AgNOs e extratos

vegetais — dados ndo mostrados).
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Figura I1-5. (A) Registro visual da coloracdo das suspensfes de nanoparticulas de prata
(AgNPs) apds 180 minutos de reacdo empregando 2 mg/mL de extrato aquoso das
folhas de Paullinia cupana, 2 mM de AgNOg e diferentes temperaturas de reacdo em
banho-maria. (B) Curvas cinéticas de monitoramento da sintese de AgNPs a 450 nm,
obtidas durante 180 minutos, com 2 mg/mL de extrato aquoso das folhas de Paullinia
cupana, 2 mM de AgNO:s e diferentes temperaturas de incubacdo em banho-maria.

Sob diferentes temperaturas, 0s processos de nucleacdo, crescimento e
estabilizacdo das nanoestruturas em suspensdo aquosa podem ser mais eficientes ou
podem ser limitados. Um fator a ser destacado é que, como demonstrado no Capitulo |
desta tese, especificamente no tépico 2.1, os compostos fenolicos de diferentes classes
foram extensivamente identificados na composicédo fitoquimica dos extratos foliares de
Paullinia cupana obtidos por decoccdo e, mesmo com a utilizagdo de diferentes
temperaturas reacionais aplicadas na sintese das AgNPs em banho-maria, pode-se
inferir que ndo houve uma degradacédo ou perda consideravel dessas biomoléculas e com
isso a sintese das nanoestruturas pdde ocorrer sem interferéncias.

O aumento da temperatura de reagdo resulta em um processo de biorreducéo
mais rapido por meio do transporte de elétrons advindos dos agentes redutores presentes
nos extratos vegetais, que aumenta devido ao aumento das correntes de convecgdo. Com
isso, a energia cinética das moléculas é maior (teoria de Arrhenius) favorecendo o
encontro delas com os ions metalicos promovendo, dessa forma, a reducdo eficiente de
Ag" para Ag® (Hamedi et al., 2017; Pereira, 2019; Terenteva et al., 2015; Yang; Li,
2013).
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O espectro de absorcdo das AgNPs produzidas sob diferentes temperaturas
reacionais na faixa do UV/Vis entre 350 e 550 nm é mostrado na Figura 11-6.
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Figura 11-6. Curvas de absorcdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) apds 180 minutos
de sintese, empregando 2 mg/mL de extrato aquoso das folhas de Paullinia cupana, 2

mM de AgNOs e diferentes temperaturas de incuba¢do em banho-maria. A inser¢do na
parte superior direita do espectro mostra o0 aumento da intensidade de absor¢do em funcdo da temperatura
de reacdo e a insercdo na parte inferior direita € uma apresentacdo de intervalo com escala de absorbancia
ampliada no intuito de melhorar a visualizagdo das bandas de absorcdo formadas para as trés menores
temperaturas.

As bandas de maxima absorcdo sdo observadas em maior comprimento de onda
quando as AgNPs foram sintetizadas sob temperatura intermediaria de 50 °C (440 nm) e
ndo foi observado nenhuma banda bem definida na temperatura de 37 °C. Isso esta de
acordo com Oluwaniyi et al. (2016) que relatam desvios batocrémicos para 460 nm de
bandas de RPS das AgNPs sintetizadas a partir do extrato de Thevetia peruviana
(chapéu-de-napoledo) sob incubacédo a 30 °C e 50 °C.

No entanto, no presente estudo, ao aplicar maiores temperaturas, as bandas
apresentaram-se direcionadas para a regido do azul no espectro de UV/Vis (desvio
hipsocromico), sendo de 420 nm para a temperatura de 70 °C, com intensidade relativa
em 0,974 u.a. e 430 nm sob incubacgéo a 90 °C e intensidade de 2,086 u.a. Esses desvios
podem indicar que, em temperaturas mais elevadas, as AgNPs sintetizadas possuem um
tamanho médio menor (Hashemi et al.,, 2022b; Vasconcelos, 2021). Maiores
temperaturas de incubacdo impedem a reducdo secundaria na superficie dos nucleos
pré-formados das AgNPs, permitindo que os processos de nucleacdo e crescimento
ocorram sem interferéncia e o seu crescimento seja controlado, com bandas de absorcao
bem definidas (Ping et al., 2018; Sila et al., 2019).
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2.3.2. Avaliacéo por meio de DLS e potencial Zeta de superficie

As propriedades coloidais das AgNPs (DH, Pdl e PtZ) foram medidas no dia das
sinteses e ap6s 24 horas com o objetivo de avaliar as caracteristicas de tamanho,
polidispersividade e potencial Zeta de superficie, além de investigar o efeito do
armazenamento sob duas condic¢des distintas: temperatura ambiente (~ 22 °C) e em
geladeira (~ 4 °C) (TABELA 11-3).

Tabela 11-3. Valores de didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade
(Pdl) e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana sob diferentes

temperaturas em banho-maria, no dia da sintese (DO) e apds 24 horas com
armazenamento a temperatura ambiente (D1 — TA) e em geladeira (D1 — GEL).

DH | PdI | PtZ
Tempo/armazenamento 37C
DO 67,75+2,8%2 0,498 + 0,046 -31,0+1,62
D1-TA 67,39 +1,82 0,476 + 0,068 -354+1,7°
D1- GEL 61,64 +0,6° 0,541 +0,012  -34,0+1,3%P
50 °C
DO 72,80 +5,2°P 0,459 + 0,054 -33,0+4,9
D1-TA 64,68+ 1,12 0,498 + 0,009 343+ 1,6
D1 - GEL 80,92+ 0,5°¢ 0,477 + 0,036 -34,7+1,3
70°C
DO 51,37 +2,1 0,511 +0,030°  -36,7+0,3°
D1-TA 50,71 + 0,4 0,453+0,010° -325+042
D1 - GEL 55,11 + 3,8 0,498 + 00,0182  -330+1,22
90 °C
DO 79,59 + 13,62 0,319+ 0,0608  -37,1+0,92
D1-TA 63,67 + 1,920 0,442 +0,050° -33,9+1,12P
D1 - GEL 58,71+ 2,1° 0,386 + 0,0022?  -30,8+3,6°

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Anélise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs nas diferentes temperaturas indicam resultados estatisticamente
diferentes. Valores sem letras dentro de cada pardametro para cada grupo de AgNPs nas diferentes
temperaturas indicam que ndo ha diferencas estatisticas.

Com a caracterizagcdo por DLS apresentada na Tabela 11-3 ficou demonstrado
que ndo houve modulacdo do DH alterando a temperatura reacional durante as sinteses,
mas vale ressaltar que, exceto para as AgNPs sintetizadas a 70 °C, todas as outras
apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) entre os valores obtidos no dia da sintese e
apos 24 horas a depender da condi¢do de armazenamento. Além disso, apds a sintese
sob temperatura de 70 °C, as AgNPs tiveram os menores diametros, com destaque para
aquele medido apds um dia da sintese inicial com aliquota mantida em temperatura

ambiente. E bem relatado em pesquisas anteriores que, sob temperaturas mais elevadas,
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particulas menores e com distribuicdo de tamanho quase uniforme sdo formadas,
enquanto as AgNPs sdo maiores a partir da sintese em temperaturas baixas (Liu et al.,
2020; Verma; Mehata, 2016).

Em relacdo ao Pdl, os valores podem ser considerados intermediarios ao que se
espera para as particulas com monodispersdo adequada (valores mais proximos de 0).
Observa-se que ndo ha diferencas no Pdl obtido logo apos a sintese e decorridas 24
horas para as AgNPs sintetizadas a 37 °C e 50 °C. No entanto, os valores de Pdl obtidos
para as AgNPs sintetizadas nas duas maiores temperaturas reacionais diferem
significativamente (p<0,05) entre as medidas no dia da sintese e dos valores das AgNPs
armazenadas sob temperatura ambiente apos 24 horas. Quanto ao PtZ, todos as medidas,
independente da temperatura reacional e leitura realizada, resultaram em valores acima
de -30 mV. N&o foram observadas diferencas estatisticas para a sintese a 50 °C,
diferentemente dos resultados empregando as demais temperaturas reacionais onde as
medicdes no dia da sintese foram estatisticamente diferentes (p<0,05) das leituras de
aliquotas armazenadas em temperatura ambiente ou geladeira.

Com base nos resultados descritos conclui-se que o emprego de diferentes
temperaturas durante a sintese de AgNPs ndo refletiu em mudancas expressivas de suas
caracteristicas fisico-quimicas. No entanto, quanto aos resultados advindos da
caracterizacdo por UV/Vis foi possivel verificar que tanto o rendimento das AgNPs
como as bandas de RPS indicam as maiores temperaturas como as mais recomendadas.
Sendo assim, a temperatura de 70 °C foi escolhida tendo em vista 0s possiveis processos
de degradacdo das biomoléculas vegetais que podem acontecer com 0 uso de
temperaturas mais elevadas e ainda ao longo da avaliacdo da estabilidade coloidal.

2.4. Sintese com variacao no equipamento e/ou fonte de energia

2.4.1. Andlises visuais e espectrofotométricas por UV/Vis

As rotas de sintese bioldgica de nanomateriais, entre eles as AgNPs, podem ser
empregadas visando reduzir ou eliminar a geracdo de substancias perigosas ao longo do
processo, melhorando assim a sustentabilidade e aplicabilidade (Kharissova et al.,
2019). Diversas técnicas tém sido utilizadas e, a partir da combinagdo com os
precursores naturais (por exemplo, os extratos de plantas), reinem caracteristicas como
baixo custo, tempos curtos de reacao, facil reprodutibilidade, entre outras.

Deste modo, foi avaliado o efeito do tipo do equipamento/fonte de energia

empregados durante as sinteses de AgNPs a fim de identificar as possiveis modificacdes
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nas caracteristicas das nanoestruturas, com as sinteses acontecendo com os extratos de
folhas de Paullinia cupana na concentragdo de 2 mg/mL e o AgNOs na concentracdo de
2 mM. Vale ressaltar ainda que o tempo de sintese variou de acordo com 0 equipamento
e/ou condicdo utilizados, levando em consideracdo uma aplicacdo mais racional e
segura de cada rota. Assim, o tempo de 180 minutos foi empregado para as sinteses em
banho-maria (70 °C), com luz LED (temperatura ambiente), sob luz solar (24 —29°C) e
em ultrassom (70 °C). Por outro lado, a sintese em autoclave durante um ciclo completo
de aquecimento e resfriamento (121 °C) durou 90 minutos e em micro-ondas a reagédo
foi até 1,5 minuto, sendo que nesses dois ultimos casos as leituras espectrofotométricas
foram realizadas apenas no inicio e final das reacBes, no caso da autoclave e em
intervalos de 15 segundos, na sintese em micro-ondas.

A Figura I1-7A mostra que a sintese por diferentes equipamentos e/ou fonte de
energia promoveu mudancas de coloracdo das suspensdes de AgNPs ap6s o tempo de
incubacdo em cada condigdo. Adicionalmente, a Figura 11-7B evidencia as curvas
cinéticas de sintese das AgNPs obtidas também sdo mostradas.

B
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Figura I11-7. (A) Registro visual da coloracdo das suspensfes de nanoparticulas de prata
(AgNPs) ap6s o tempo especificado para cada rota de sintese empregando diferentes
equipamentos e/ou fonte de energia. (B) Curvas cinéticas de monitoramento da sintese
de AgNPs a 450 nm obtidas durante tempo especificado para cada condicdo de sintese,
com 2 mg/mL de extrato aquoso das folhas de Paullinia cupana e 2 mM de AgNO3

empregando diferentes equipamentos e/ou fonte de energia. *Absorbéancia foi medida somente
no inicio e no final da reacdo que durou 90 minutos; 2Absorbancia foi medida a cada 15 segundos por um
periodo de 1,5 minuto. “As amostras foram diluidas 1:10 (v/v) em &gua ultrapura. A — autoclave; BM —
banho-maria; LED — luz LED; M — micro-ondas; S — luz solar e U — ultrassom.

O método por autoclave ja foi relatado como bastante Util na sintese de AgNPs

por favorecer a etapa inicial denominada de nucleacdo, com controle de tamanho e
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forma, além de ter perda minima de reagentes e permitir maiores rendimentos finais
(Araruna et al., 2020). Por sua vez, no presente estudo, a sintese sob irradiacdo direta do
sol aconteceu durante a estacdo da primavera no hemisfério Sul, por volta das 11h30m
da manhd até as 14h30m da tarde (UTC-3), na cidade de Brasilia que se encontra com
elevacdo acima do nivel do mar de 1172 metros. Dois mecanismos podem ser propostos
para a sintese réapida e eficiente de AgNPs utilizando essa rota: a intensidade da radiacéo
solar UV que aumenta proporcionalmente com o aumento da altitude (Dong et al.,
2004) e a acdo os fotons de luz solar que podem ser 0s responsaveis por acelerar as
reacOes de biorreducdo atuando como catalisadores no processo de transferéncia de
elétrons excitados que é mediada pelos metabdlitos vegetais, permitindo que as reacdes
ocorram em pouco tempo (Ahmed et al., 2015; Jagtap; Bapat, 2013; Mankad et al.,
2020).

Em seguida, com base na absorbancia alcancada ao longo das sinteses de acordo
com as curvas de cinética, os métodos que envolvem uso de temperatura controlada
(banho-maria e ultrassom) foram os mais eficientes na sintese das AgNPs, assim como
relatado em estudos prévios que utilizaram tais equipamentos para a sintese dessas
nanoestruturas utilizando extratos de sementes de Cuscuta japonica (dodder) (Patil et
al., 2021), folhas, cascas e raizes de Ficus deltoidea (figo visco) (Din et al., 2022) e
folhas de Barleria buxifolia (karachulli) (Sekar et al., 2022).

Logo depois, o método que utilizou a energia fotoguimica (LED), seguido do
método de irradiacdo por micro-ondas também promoveram a sintese de AgNPs, assim
como no estudo de Lee et al. (2014) onde foi relatado o sucesso da sintese quimica de
AgNPs utilizando luz LED em comprimento de onda de 520 nm com poténcia de 25
mW/cm?, enquanto as vantagens como menor consumo de energia, homogeneidade no
tamanho/forma das AgNPs e ainda o curto tempo de reacdo fazem com que o0 método
utilizando irradiacdo por micro-ondas seja bastante explorado na sintese de AgNPs
advindas de extratos vegetais (Ashraf et al., 2020; Tormena et al., 2020).

Os espectros de UV/Vis mostrando as bandas de absor¢do maxima na faixa entre

350 e 550 nm apos as sinteses em cada condicao estdo na Figura 11-8.
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Figura 11-8. Curvas de absorcdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) ap6s o tempo
especificado para cada rota de sintese, com 2 mg/mL de extrato aquoso das folhas de
Paullinia cupana e 2 mM de AgNOs empregando diferentes equipamentos e/ou fonte de

energia. *As amostras foram diluidas 1:10 (v/v) em &gua ultrapura. O gréfico de barras a direita da
imagem mostra a absorbancia maxima de cada suspensdo de AgNPs sintetizada pelas rotas de sintese
verde. A — autoclave; BM — banho-maria; LED — luz LED; M — micro-ondas; S — luz solar e U —
ultrassom.

No geral, ocorrem poucas varia¢des nas bandas de maxima absorcdo, sendo de
420 nm para as AgNPs sintetizadas em autoclave, banho-maria, micro-ondas e
ultrassom, tendo desvios para comprimentos de onda maiores quando as AgNPs séo
sintetizadas por luz solar (430 nm) e luz LED (440 nm). Corroborando com o0s
resultados de monitoramento da sintese, a intensidade de absorbancia foi a seguinte:
banho-maria (1,17 u.a.), ultrassom (0,920 u.a.), micro-ondas (0,762 u.a.), luz LED
(0,744 u.a.), luz solar (0,466 u.a.) e autoclave (0,333 u.a.).

Resultados similares aos do presente estudo quanto a formacdo das bandas no
espectro de UV/Vis foram relatados por Araruna et al. (2020) utilizando autoclave,
banho-maria e micro-ondas como rotas na sintese de AgNPs a partir do extrato do
mesocarpo de babacu (Attalea speciosa) com bandas de maxima absor¢do em 420 nm.
Swamy e Nargund (2017) expuseram misturas reacionais com sal metalico e extrato da
semente de Thevetia peruviana (chapéu-de-napoledo) a luz solar e sintetizaram AgNPs
com bandas de RPS em torno de 429 nm. Fatimah et al. (2020), a partir do extrato da
flor de cunhd (Clitoria ternatea), sintetizaram AgNPs pelo método de ultrassom que
apresentaram banda de absor¢do em 425 nm. Cardoso-Avila et al. (2015) relataram uma
banda em 400 nm para AgNPs sintetizadas por rota quimica apos irradiacdo com luz
LED na regido do azul (465 nm; 180 mW/cm?) e verde (520 nm; 50 mW/cm?).
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2.4.2. Avaliacéo por meio de DLS e potencial Zeta de superficie

Para averiguar as possiveis modificacbes nas caracteristicas coloidais das
AgNPs, as medidas de DH, Pdl e PtZ foram realizadas no dia das sinteses e ainda no dia
seguinte, apds armazenamento de aliquotas das suspensfes deixadas sob temperatura
ambiente (~ 22 °C) e em geladeira (~ 4 °C) (TABELA 11-4).

Tabela 11-4. Valores de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade
(Pdl) e potencial Zeta de superficie (PtZ) de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas a partir de extratos aquosos dos foliolos de Paullinia cupana a 2 mg/mL e 2
mM do AgNOs, empregando diferentes equipamentos e/ou fonte de energia, no dia da
sintese (DO) e ap6s 24 horas com armazenamento & temperatura ambiente (D1 — TA) e
em geladeira (D1 — GEL).

DH | Pdi | PtZ
Tempo/armazenamento A
DO 76,73+ 1,42 0,284 + 0,014 -33,0+1,6
D1-TA 77,33+0,72 0,303 + 0,044 -30,3+4,9
D1 - GEL 72,36 +2,5° 0,272 + 0,017 -32,0+0,8
BM
DO 7457 + 4,82 0,462 + 0,060 36+1,1
D1-TA 66,46 +1,6° 0,403 + 0,015 -355+1,2
D1 - GEL 68,55+ 1,6 0,456 + 0,031 -32,3+3,1
LED
DO 87,76 £ 4,7°¢ 0,428 + 0,015 34,4+1,2°2
D1-TA 62,56 + 1,92 0,341 + 0,053 -36,2 + 2,32
D1 - GEL 72,42 +3,1° 0,396 + 0,030 -28,7+1,9°
M
DO 64,70 +9,1° 0,894 + 0,181 -38,1+0,3
D1-TA 38,43+ 5,32 0,874 + 0,219 -31,6 £4,0
D1 - GEL 37,53 +54%2 0,874 + 0,218 31,2 +2,7
S
DO 75,86 + 1,32 0,395 + 0,062 -33,0+2,9
D1-TA 74,25+0,1°2 0,333 + 0,021 -33,8+1,8
D1 - GEL 68,50+ 1,0° 0,419 + 0,021 -375+0,4
U]
DO 97,55 +2,2b 0,476 + 0,012 -32,9+1,3P
D1-TA 72,14 +2,72 0,418 + 0,014 -372+1,2¢2
D1 - GEL 7253+ 1,28 0,404 + 0,072 -36,0+ 0,72

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. Letras diferentes dentro de cada
pardmetro para cada grupo de AgNPs nos diferentes equipamentos e/ou fonte de energia indicam
resultados estatisticamente diferentes. Valores sem letras dentro de cada pardmetro para cada grupo de
AgNPs nos diferentes equipamentos e/ou fonte de energia indicam que nédo ha diferencas estatisticas (A —
autoclave; BM — banho-maria; LED — luz LED; M — micro-ondas; S — luz solar e U — ultrassom).

A partir dos resultados da Tabela 11-4, percebe-se que os valores de DH

apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) entre as medidas realizadas nos diferentes
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dias e condicbes de armazenamento para todas as suspensdes de AgNPs sintetizadas
pelos diferentes equipamentos e/ou fontes de energia. Foi possivel modular o DH das
AgNPs ap6s um dia da sintese inicial uma vez que os valores obtidos foram menores em
relacdo aqueles medidos no dia da sintese, exceto para a aliquota das AgNPs-A
armazenadas sob temperatura ambiente.

Em relagdo ao Pdl, os menores valores, e que podem indicar populagdes de
particulas mais homogéneas, foram advindos do método de autoclave, assim como
relatado no estudo de Kora, Mounika e Jagadeeshwar (2020) com AgNPs sintetizadas a
partir de extratos das folhas de arroz (Oryza sativa) com Pdl entre 0,22 e 0,29. Por outro
lado, o PdI das AgNPs sintetizadas em micro-ondas foram os mais elevados, indicando
polidispersividade das amostras e sua provavel agregacdo em suspensdo, corroborando
com Pereira (2019) que ao sintetizar AgNPs utilizando extratos aquosos de folhas de
ipé-amarelo (Handroanthus serratifolius) obteve valores entre 0,4 e 0,8. O PtZ de todas
as amostras de AgNPs demonstram que elas podem ser estaveis em suspensao, uma vez
que a maioria dos valores esteve acima de -30 mV. Foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) apenas nas leituras realizadas para as AgNPs-LED e AgNPs-U
em relacdo as medi¢des do dia da sintese e apds 24 horas, principalmente das aliquotas
mantidas em geladeira. Vale ressaltar que, ap6s 24 horas, os valores de PtZ decaem, em
modulo, para as AgNPs-A, AgNPs-BM e AgNPs-M, mas aumentam quando observados
os valores das AgNPs-S e AgNPs-U, independente da condi¢cdo de armazenamento.

Com base nos resultados dessa etapa de otimizacdo, todas as rotas empregadas
foram eficientes na sintese de AgNPs. Isso propde a possibilidade de investigacfes mais
abrangentes quanto aos efeitos de nanoestruturas metélicas sintetizadas por diferentes
condicdes. A partir de entdo, por mais que as AgNPs sintetizadas por autoclave e luz
solar tenham sido rapidamente formadas e, por isso, foram diluidas inicialmente para as
analises espectrais, optou-se pela utilizacdo de um equipamento em que o controle de
temperatura e incidéncia de luz, além do acompanhamento visual durante o tempo de
sintese fosse possivel de ser acompanhado. Reunindo também sua capacidade elevada
para a sintese das AgNPs, além de ser uma rota otimizada em diversos estudos, a
utilizacdo do banho-maria foi a condigdo escolhida para as etapas posteriores. No que
tange as rotas de sintese verde mais sustentaveis, o0 uso de micro-ondas e ultrassom foi
descartado devido tais equipamentos serem de maior custo de aquisi¢do e, de modo
geral, ambos tém um maior consumo de energia elétrica em relacdo a utilizacdo do

banho-maria.
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As AgNPs sintetizadas no topico 2.4 do Capitulo 1l foram ainda estudadas
quanto a estabilidade coloidal por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e mobilidade
eletroforética, andlise estrutural por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletronica de Transmissao (MET). Além disso, ensaio
antibacteriano contra cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538), assim como ensaio
leishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) em conjunto com o teste citotoxico contra macréfagos RAW 264.7
foram realizados. Os resultados referentes a esta pesquisa estdo disponiveis em um
manuscrito recém-publicado na revista Biomass Conversion and Biorefinery que pode
ser acessado por meio do DOI 10.1007/s13399-023-05250-1.

3. CONCLUSAO

A partir da investigacdo dos parametros envolvidos na sintese verde de AgNPs
utilizando como fonte de metabdlitos o extrato aquoso da parte vegetativa (foliolos) de
Paullinia cupana foi possivel otimizar o processo a partir da utilizacdo de concentracdes
fixadas em 2 mg/mL do extrato vegetal e 2 mM de solucdo aquosa do sal metalico, além
de temperatura de reacdo de 70° C utilizando o equipamento banho-maria.

Como primeiro indicio da sintese bem-sucedida das nanoestruturas, observaram-
se alteracBes nas coloracGes das suspensdes coloidais apds todas as condicbes testadas,
independente do parametro avaliado. O rendimento das AgNPs foi maior a medida em
que se aumentava a concentragdo dos extratos e a temperatura de reacdo, mesmo sem
obter qualquer tipo de modulacdo das caracteristicas fisico-quimicas ao avaliar as
condic@es utilizadas. Do contrario, ndo foi observado efeito concentragdo-dependente
ao aumentar as concentragbes do AgNOz, no entanto conseguiu-se modular as
propriedades de diametro hidrodinamico e polidispersividade das AgQNPs uma vez que o
primeiro aumentava a medida em que a concentracdo do sal metalico também
aumentava e o segundo diminuia com o aumento da concentragdo dos ions Ag™.

Também foi possivel explorar, de forma inédita, em um mesmo estudo, varias
rotas de sintese biogénica para AgNPs ressaltando-se que em todas estas rotas, ao final
das reacgdes, foram sintetizadas nanoestruturas com elevados valores de potencial Zeta,
0 que implica em estabilidade coloidal. Dessa forma, tal estudo permitiu inferir que é
factivel controlar as caracteristicas das AgNPs por meio da triagem racional das

variaveis envolvidas no processo.
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CAPITULO 11l — Aplicagbes in vitro de AgNPs sintetizadas com
extratos aquosos de folhas de Paullinia cupana coletados em diferentes
periodos sazonais

1. OBJETIVOS DO CAPITULO Il
- Biossintetizar as AgNPs sob as condigdes previamente otimizadas utilizando extratos
aquosos das folhas de Paullinia cupana (guarand) coletadas nas estagcdes de inverno
(periodo seco) — AgNPs-PS e de verao (periodo chuvoso) — AgNPs-PC;
- Caracterizar as AgNPs por meio de aspectos visuais das coloracbes das misturas
reacionais e por técnicas visando a determinacdo dos perfis de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (RPS) (anéalise espectrofotométrica por Ultravioleta Visivel — UV/Vis);
diametro hidrodindmico e indice de polidispersividade (espalhamento de luz dindmico,
do inglés Dynamic Light Scattering — DLS); potencial Zeta (mobilidade eletroforética);
diametro hidrodindmico e concentracdo das nanoparticulas (Analise de Rastreamento de
Nanoparticulas — ARN); diametro seco e morfologia (Microscopia Eletrbnica de
Transmissdo — MET); composicao elementar (Espectroscopia por Energia Dispersiva de
raios X — EED);
- Avaliar a reprodutibilidade dos processos de fitossintese de AgNPs;
- Avaliar a estabilidade coloidal das AgNPs ao longo do tempo;
- Avaliar a atividade antibacteriana das AgNPs e extratos aquosos vegetais;
- Investigar a capacidade antioxidante das AgNPs e extratos aquosos vegetais;
- Avaliar a viabilidade de linhagens celulares cancerosas humanas de cancer de pele ndo
melanoma (A431), cancer de pulmdo (A549) e linhagens ndo cancerosas de
queratinécitos (HaCaT) e fibroblastos (HNTMC) expostas as AgNPs, ao AgNO3z e aos
extratos aquosos vegetais;
- Avaliar a atividade larvicida e pupicida das AgNPs, do AgNOs e extrato aquoso contra
0 organismo Aedes aegypti.

- Testar a atividade catalitica das AgNPs sob corantes organicos;
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. Analises visuais e espectrofotométricas das AgNPs

Inicialmente, a sintese das AgNPs a partir dos extratos aquosos de Paullinia
cupana foi avaliada com base na alteracdo de cor do meio reacional das suspensoes
preparadas em dois lotes distintos utilizando o extrato aquoso do foliolo 2 coletado no
periodo seco (extrato 5 da Tabela 3 do topico “Material e Métodos™) e foliolo 3 coletado
no periodo chuvoso (extrato 26 da Tabela 3 do topico “Material e Métodos™), ambos
preparados por decoccao. A Figura I11-1 ilustra os efeitos observados apds a mistura do
sal metalico (AgNOs) com cada extrato aquoso, onde a tonalidade amarela mais intensa

se tornou caracteristica das suspensdes de AgNPs.

AgNPs-PS-1.2

AgNPs-PC-12
B - T.'-';;

Figura I11-1. Registro visual da sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs). (A) Solucao
aquosa de nitrato de prata (AgNO3z) a 2 mM. (B) Extrato aquoso das folhas de Paullinia
cupana (2 mg/mL) coletadas no periodo seco (PS) e chuvoso (PC) em dois lotes
diferentes (L1 e L2). (C) Suspensdes de AgNPs sintetizadas a partir da mistura do sal
metalico com 0s extratos aquosos.
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No geral, s@o observadas diferencas entre as coloracfes das suspensdes de
AgNPs a depender da estacdo de coleta das folhas e do lote. Estas variagdes também
podem ser indicio da sintese bem-sucedida das AgNPs e é conhecida como
efeito/espalhamento de Tyndall (Evensen, 2013). Nele, alteracGes dpticas visuais sdo
observadas quando a luz sofre desvios em funcdo da reflexdo causada pelas
nanoestruturas suspensas em meio aquoso. Outro aspecto a ser considerado é que as
condigdes adotadas durante a sintese verde, entre elas a concentracdo do sal metalico,
concentracdo do extrato, duracdo e temperatura do processo de sintese podem
influenciar nas modificacbes das coloracdes das suspensdes, bem como nas suas
intensidades (Pourmortazavi et al., 2015).

Além das anéalises visuais, a capacidade fitorredutora de extratos vegetais com
posterior sintese de AgNPs requer confirmacdo por outras investigacbes, como a
caracterizacdo espectrofotométrica para interpretar tais resultados. Nesse sentido, 0
monitoramento das sinteses de AgNPs foi realizado ao longo de 180 minutos (FIGURA
I11-2) e, considerando a intensidade de absorbancia que foi de 1,572 u.a. e 1,340 u.a.
para o lote 1 e 2, respectivamente, pode-se sugerir que os extratos aquosos das folhas
coletadas no periodo chuvoso (estacdo verdo) indicam maior potencial para reduzir os
fons metélicos e consequentemente formar AgNPs, similarmente ao relatado por
Oliveira et al. (2019) com AgNPs sintetizadas a partir do extrato das folhas de sucupira-
branca (Pterodon emarginatus) coletadas no periodo de chuvas (estacdo verao).

Né&o obstante, as sinteses conduzidas ao utilizar os extratos de folhas coletadas
no periodo seco (estacdo inverno) também apresentaram potencial para a sintese de
AgNPs, com absorbancia em 0,638 u.a. para o lote 1 e 0,648 u.a. para o lote 2
(FIGURA 111-2), demonstrando ainda uma provavel estabilizacdo da absorbancia,
sugerindo méxima reducdo dos ions de prata, corroborando com Silva (2014) que
utilizou extratos da casca e polpa de mangaba (Hancornia speciosa) coletados no
inverno (periodo seco) para sintetizar AgNPs.
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Figura 111-2. Curvas cinéticas de monitoramento das reacdes de sintese de
nanoparticulas de prata (AgNPs) a 450 nm e seus controles durante 180 minutos
utilizando extrato aquoso (EA) de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco

(PS) e periodo chuvoso (PC) em dois diferentes lotes (L1 e L2). A sintese foi realizada em
banho-maria a 70 °C, com 2 mM de AgNOs e 2 mg/mL de extrato aquoso. (AgNOs: Solucéo aquosa de
nitrato de prata. Ctr: extrato vegetal 2 mg/mL + agua).

A andlise por UV/Vis foi utilizada para determinar a banda de absor¢do maxima
das AgNPs, sendo também mais uma analise que possibilita confirmar a presenca das
nanoestruturas metalicas nas suspensdes aquosas uma vez que ao receberem radiacbes
as AgNPs exibem bandas em comprimentos de onda especificos (Kuisma et al., 2015;
Patil; Chougale, 2021).

Conforme mostrado na Figura 111-3A, as AgNPs recém-sintetizadas
apresentaram intensidades de absorbancias entre 0,700 e 0,821 u.a. com bandas de
absorcdo em menores comprimentos de onda atribuidas as AgNPs-PS (420 e 410 nm —
lote 1 e 2, respectivamente), enquanto sdo observados desvios para maiores
comprimentos de onda ao analisar as AgNPs-PC (450 e 480 nm — lote 1 e 2,
respectivamente). Por sua vez, ao avaliar as curvas de absorcdo das amostras mantidas
em geladeira apds um ano da sintese inicial (FIGURA 111-3B) nota-se que os valores de
intensidade de absorbancia aumentaram para acima de 1 u.a. e que as bandas de maxima
absorcdo das AgNPs-PS apresentaram desvios para maiores comprimentos de onda —
redshift (450 e 440 nm — lote 1 e 2, respectivamente), diferentemente daquelas
atribuidas as AgNPs-PC que tiveram um desvio para menores comprimentos de onda —

blueshift (410 e 450 nm — lote 1 e 2, respectivamente).
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Figura 111-3. Curvas de absorcdo na regido do UV/Vis de nanoparticulas de prata
(AgNPs) a 450 nm e seus controles durante 180 minutos sintetizadas utilizando extrato
aquoso (EA) de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (PS) e periodo
chuvoso (PC) em dois diferentes lotes (L1 e L2) logo apés a sintese — DO (A) e ap6s

365 dias — D365 (B). A sintese foi realizada em banho-maria a 70 °C, com 2 mM de AgNOs e 2
mg/mL de extrato aquoso. (AgNO3: Solucéo aquosa de nitrato de prata. Ctr: extrato vegetal 2 mg/mL +
agua).

No geral, os espectros de absorbancia variaram na forma e na simetria das
curvas e, assim como descrito no Capitulo | deste estudo, os desvios observados nos
comprimentos de onda méximo nas curvas de UV/Vis das AgNPs, bem como a
auséncia de bandas espectrais bem definidas representam, entre outros aspectos,
variacdes no tamanho, na morfologia e, consequentemente, na estabilidade coloidal das
nanoestruturas em suspensdo e podem indicar quais das amostras analisadas tinham, de
fato, maior rendimento na sintese das AgNPs. Dessa forma, avaliando apenas os dados
espectrofotométricos apresentados é possivel notar que o fenbmeno de RPS € bem
controlado a depender do periodo sazonal, preparacdo de diferentes lotes e apds 365
dias de andlise.

Segundo Singh et al. (2013), a sintese de AgNPs mediada por plantas pode ser
afetada por variacdes geograficas/sazonais, dando origem a propriedades incongruentes
e, nesse sentido, a partir das caracteristicas espectrais das AgNPs demonstradas acima é
possivel observar alguns aspectos que podem influenciar nas caracteristicas fisico-
quimicas, entre elas o tamanho, concentracdo, estabilidade e morfologia. Portanto,
investigacdes especificas que avaliam tais propriedades séo requeridas e apresentadas

nos préximos tépicos.
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2.2. Avaliacdo da estabilidade coloidal por meio de DLS e potencial Zeta de

superficie das AgNPs sintetizadas a partir de diferentes lotes

Dentre os principais problemas relacionados a sintese biogénica de AgNPs esté a
manutencdo da estabilidade das nanoestruturas que apds longos periodos de
armazenamento sob condicgdes distintas e, devido ao recobrimento de superficie por
compostos fitoquimicos, pode apresentar alteracGes expressivas em suas caracteristicas
dimensionais e elétricas, afetando, por conseguinte, suas bioatividades. Nesse sentido, o
diametro hidrodinamico (DH), o indice de polidispersividade (Pdl) e o potencial Zeta de
superficie (PtZ) das AgNPs-PS e AgNPs-PC sintetizadas a partir de dois diferentes lotes
foram monitorados por um periodo de 365 dias com aliquotas acondicionadas sob
temperatura ambiente e em geladeira.

Neste estudo, o DH das AgNPs-PS (TABELA I11-1) sintetizadas no lote 1 foi de
69,76 = 3,6 nm e aumentou significativamente (p<0,05) ap6s 60 dias de armazenamento
a temperatura ambiente (101 + 3,5 nm) e em geladeira (174 + 8,6 nm) e depois de 40
dias (178,5 £ 4 nm), 180 dias (158,7 = 33,9 nm) e 270 dias em geladeira (169,2 + 8,5
nm). O lote 2 dessa amostra de AgNPs apresentou DH de 81,69 + 5,5 nm logo apos a
sintese e teve diminui¢do significativa de tamanho (p<0,05) apenas nas analises
realizadas com incubacdo sob temperatura ambiente ap6s 7 dias (54,04 + 1,3 nm) e 14
dias (53,34 = 1,7 nm) em relacdo & medida inicial. Ressalta-se que ao final de 365 dias,
o tamanho das AgNPs-PS ndo diferiu significativamente das medidas iniciais para
ambos os lotes independente da condicdo de armazenamento.

Em relacdo ao Pdl, ndo foram identificadas mudancas expressivas nas medidas
ao longo do monitoramento da estabilidade coloidal das AgNPs-PS (TABELA 111-1),
permanecendo com valores considerados moderados, mais precisamente entre 0,292 +
0,002 e 0,464 + 0,009 por 365 dias para ambos os lotes. O PtZ das AgNPs-PS recém-
sintetizadas do lote 1 e 2 foi de -31,5 £ 0,8 mV e -38,1 £ 0,5 mV, respectivamente.
Apos 365 dias de anélise esses valores foram, em maioria, estatisticamente diferentes
(p<0,05) da leitura inicial resultando em medidas com potencial Zeta menores, em
modulo, independente da condigdo de armazenamento, com valores de -17,6 + 2,8 mV
(geladeira) e -19,5 + 5,2 mV (temperatura ambiente) para o lote 1 e -25,3 + 59 mV
(geladeira) e -26 £ 3,9 mV (temperatura ambiente) para o lote 2 (TABELA I1I-1), o que
pode representar uma tendéncia a diminuicdo da estabilidade coloidal e aumento da

polidispersividade das amostras ap6s esse periodo de analises.
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Tabela 111-1. Valores de didametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade
(PdI) e potencial Zeta de superficie (PtZ) ao longo de 365 dias das nanoparticulas de
prata (AgNPs) sintetizadas utilizando extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana
coletadas no periodo seco (PS) em dois diferentes lotes (L1 e L2) e armazenadas a
temperatura ambiente (TA) e em geladeira (GEL).

AgNPs — PS
Tempo/Armazenamento/Lote
DH (nm) Pdl PtZ (mV)
DO-L1 69,76 +3,6 0,403 £ 0,016 -31,5+0,8"
DO-L2 81,69+5,5% 0,448 + 0,120 -38,1+£0,5*
D1-TA-L1 66,03+ 1,9 0,422 + 0,019 -335+11
D1-GEL-L1 76,16 + 3,9 0,354 + 0,079 -32,4+£0,1
D1-TA-L2 57,54 +8,3 0,361+ 0,121 -36,9+2,0
D1-GEL-1L2 71,2+20,5 0,354 + 0,228 -22,4+£11,5%
D7-TA-L1 72,66 + 2,2 0,349 + 0,044 -36,7+£0,2
D7 -GEL-L1 73,54 + 3,8 0,397 £ 0,053 -348+0,8
D7-TA-L2 54,04 +1,3* 0,318 + 0,046 -323+15
D7 -GEL-1L2 67,2+149 0,450 + 0,055 -295+272
D14 -TA-L1 71,17 +0,8 0,292 + 0,002 -35,5+3,2
D14 -GEL - L1 83,37 +0,7 0,423 + 0,007 =257+ 27
D14 -TA-L2 5334+1,7* 0,408 + 0,012 -32,3+3,6
D14-GEL-L2 76,52 + 17,7 0,402 + 0,109 -329+76
D40-TA-L1 75,89+29 0,565 + 0,093 -32,1+3.3
D40 -GEL - L1 1785+4,0" 0,365 + 0,062 -232+1.2
D40-TA-L2 56,58 + 1,1 0,388 + 0,035 -35,8 0,7
D40-GEL - L2 65,07+ 11,1 0,358 + 0,105 -353+11
D60-TA-L1 101+35" 0,389 * 0,056 -235+33"
D60 - GEL — L1 174+8,6" 0,386 + 0,030 -206+£1,9
D60 -TA-L2 56,96 + 0,4 0,406 + 0,008 -15,1+0,8*
D60 - GEL — L2 59,27 + 6,3 0,322 + 0,121 -305+14
D90-TA-L1 63,54 + 0,8 0,419 + 0,023 -329+0,8
D90 - GEL - L1 85,72+ 7,0 0,337 £ 0,131 -245+ 3,2
D90 -TA-L2 60,3+ 1,4 0,359 + 0,036 -22,7+£1,0%
D90 -GEL — L2 56,81 £ 6,2 0,379 £0,133 -22,6+0,7*
D180-TA-L1 63,06 + 0,5 0,391 + 0,057 -344+£1,1
D180 - GEL - L1 158,7 +33,9" 0,348 £ 0,071 -40,2£5,3"
D180-TA-L2 68,33+ 0,3 0,302 + 0,008 -29,2+0,8
D180 - GEL — L2 6159+19 0,455 + 0,009 -28+ 2,0
D270 -TA-L1 75,31+0,5 0,335+ 0,035 -31,3+0,3
D270 - GEL — L1 169,2+8,55" 0,509 + 0,112 -25,7+4.9
D270 -TA-L2 66,88 + 2,3 0,432 £ 0,033 -185+5,6*
D270 - GEL — L2 71,07+11 0,385 + 0,006 -149+£27%
D365 -TA-L1 67,27+ 2,0 0,440 £ 0,023 -195+52"
D365 - GEL — L1 78,00 £ 0,4 0,464 + 0,009 -176+28"
D365-TA-L2 65,84 + 0,5 0,361 + 0,006 -26,00 £ 3,9
D365 - GEL — L2 64,26 + 2,0 0,416 + 0,002 -253+5,9*

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. O simbolo (*) representa valores
estatisticamente diferentes em relacdo as medidas do dia 0 (D0) para as amostras do Lote 1 dentro de cada
parametro. O simbolo (*) representa valores estatisticamente diferentes em relagio as medidas do dia 0
(DO0) para as amostras do Lote 2 dentro de cada parametro. Valores sem letras dentro de cada pardmetro
indicam que ndo ha diferencas estatisticas em relacdo as medidas do dia 0 (DO).
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Em relacdo as AgNPs-PC (TABELA 111-2), o DH no dia da sintese realizada no
lote 1 foi de 91,74 + 1,1 nm e diferiu significativamente (p<0,05) da medida da aliquota
de 180 dias sob refrigeracdo que apresentou tamanho de 100,9 + 1,6 nm e da aliquota
apos 270 dias nessa mesma condi¢do, com diametro de 114,2 + 8 nm. O DH dessa
amostra sintetizada no lote 2 foi de 107,3 + 1,3 nm e apresentou-se estatisticamente
diferente (p<0,05) dos valores obtidos apds 7 dias (120,6 = 3,5 nm) e 60 dias (92,18 +
2,1 nm) das amostras acondicionadas em geladeira e daqueles medidos nos dias 40
(91,13 £ 3 nm), 60 (89,32 + 0,8 nm), 90 (93,1 + 1,3 nm) e 180 (93,87 + 1 nm) das
amostras em temperatura ambiente. Mesmo com estas variacOes, ao final dos 365 dias
de armazenamento, ndo foram notadas diferengas significativas em comparacdo aos
valores das AgNPs recém-sintetizadas.

O PdI das AgNPs-PC recém-sintetizadas foi abaixo de 0,3 para os dois lotes e,
apenas nas leituras apds 270 e 365 dias, as medidas da aliquota do lote 2 mantida em
geladeira foram significativamente diferentes (p<0,05) da medida inicial, apresentando
valores de 0,398 + 0,005 e 0,399 + 0,031, respectivamente (TABELA 111-2). Apds o
término do monitoramento de estabilidade, o PtZ das AgNPs-PC foi menor, em maodulo,
que -30 mV para ambos os lotes e nas duas condi¢des de armazenamento, o que fez com
que essas medidas apresentassem diferencas estatisticas significativas (p<0,05) em
relacdo aos resultados obtidos no dia da sintese que foram de -34,9 + 1,4 mV e -33,1 +
0,6 mV para os lotes 1 e 2, respectivamente (TABELA 111-2).

Essa convergéncia observada para os efeitos causados pelo armazenamento e
pela avaliacdo da estabilidade coloidal das AgNPs sintetizadas por material vegetal
coletado em estacGes sazonais distintas ao referir-se aos valores de potencial Zeta pode
representar uma dificuldade em manter, por um longo periodo, as caracteristicas
coloidais das nanoestruturas uma vez estas sendo estabilizadas por biomoléculas
vegetais que, a depender das condi¢bes de analise, podem perder tal capacidade de
protecdo. No entanto, torna-se de fundamental importancia avaliar essas propriedades
em estudos de sintese biogénica tendo em vista a necessidade de compreender os
comportamentos que as AgNPs vao apresentar ao utilizar extratos altamente complexos
como fonte de metabdlitos ativos. Vale ressaltar que, mesmo diminuindo de forma
significativa o potencial Zeta apds 365 dias, manteve-se a carga negativa das AgNPs
independente do lote e da condi¢do de armazenamento e, portanto, as caracteristicas

iniciais e potenciais efeitos em suas aplicag0es ainda podem ser explorados.
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Tabela 111-2. Valores de didametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade
(PdI) e potencial Zeta de superficie (PtZ) ao longo de 365 dias das nanoparticulas de
prata (AgNPs) sintetizadas utilizando extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana
coletadas no periodo chuvoso (PC) em dois diferentes lotes (L1 e L2) e armazenadas a
temperatura ambiente (TA) e em geladeira (GEL).

AgNPs — PC
Tempo/Armazenamento/Lote
DH (nm) Pdl PtZ (mV)
DO-L1 91,74+11" 0,295+0,019" -349+14"
DO-L2 1073+1,3* 0,289 +0,022* -33,1+£0,6*
D1-TA-L1 85,37+ 3,1 0,298 + 0,041 -37,2+6,2
D1-GEL-L1 89,68 + 3,9 0,33 +0,010 -34+£0,7
D1-TA-L2 111,2+10,9 0,306 + 0,015 -32,4+0,2
D1-GEL-L2 105,3+3,1 0,282 + 0,031 -319+15
D7-TA-L1 88,38+14 0,278 + 0,058 -29,3+0,6"
D7-GEL-L1 8785+1,3 0,273 £ 0,012 -295+0,6"
D7-TA-L2 99,06 +1,0 0,281 + 0,015 -332+1,.2
D7 -GEL-L2 120,6 +3,5* 0,326 + 0,023 -351+0,8
D14 -TA-L1 89,1+0,3 0,230 £ 0,012 -316 1,0
D14 -GEL - L1 92,27+13 0,276 £ 0,017 -31,4+0,5
D14 -TA-L2 979+21 0,290 + 0,016 -33+£0,3
D14-GEL-L2 106 + 3,6 0,312 + 0,016 -34,4 £ 0,7
D40-TA-L1 89,94 +0,8 0,227 £ 0,015 -33,3+£0,2
D40 -GEL - L1 94,35+2,2 0,241 £ 0,076 -345+0,2
D40-TA-L2 91,13+ 3,0* 0,329 £ 0,043 -357+18
D40-GEL - L2 104,3+7,7 0,344 £ 0,079 -355+11
D60-TA-L1 888+1,1 0,225 + 0,013 -349+0,7
D60 - GEL — L1 94,75 + 3,2 0,214 + 0,026 -34,3+0,7
D60 -TA-L2 89,32 +0,8 % 0,309 £+ 0,012 -26 £ 0,7
D60 - GEL — L2 92,18+ 2,1* 0,378 +£ 0,019 -30,7+£0,9
D90-TA-L1 89,59+0,9 0,244 + 0,019 -335+04
D90 - GEL - L1 96,11 + 3,1 0,256 * 0,015 -343+0,5
D90 -TA-L2 93,10+ 1,3* 0,345 + 0,038 -295+0,5
D90 -GEL — L2 99,58+ 1,6 0,334 £ 0,038 -256+1.2%
D180-TA-L1 89,77 +0,8 0,261 + 0,007 -31,1+£1,0
D180 - GEL - L1 1009+1,6" 0,278 £ 0,021 -315+0,3
D180-TA-L2 93,87 +1,0% 0,283 £ 0,011 -33,1+£0,3
D180 - GEL — L2 99,76 + 2,7 0,326 + 0,035 -31+0,5
D270 -TA-L1 88,43+13 0,290 + 0,040 -256+2,1"
D270 - GEL - L1 1142+8,0" 0,381 + 0,029 -21,9+09"
D270 -TA-L2 111,3+1,3 0,302 £ 0,014 -13,2+59*
D270 - GEL — L2 1159+14 0,398 + 0,005* -18,3+0,6 %
D365-TA-L1 90,83 +2,2 0,321 £ 0,041 -235+1,7"
D365 - GEL - L1 90,18 +1,3 0,287 £ 0,019 -294+0,1"
D365-TA - L2 99,96 + 0,9 0,346 + 0,016 -23,7+1,9*
D365 - GEL — L2 1025+19 0,399 +£0,031 -26+1,2%

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata. Analise
estatistica: teste One-way ANOVA (p<0,05), seguido do teste de Tukey. O simbolo (*) representa valores
estatisticamente diferentes em relacdo as medidas do dia 0 (D0) para as amostras do Lote 1 dentro de cada
parametro. O simbolo (*) representa valores estatisticamente diferentes em relagio as medidas do dia 0
(DO0) para as amostras do Lote 2 dentro de cada parametro. Valores sem letras dentro de cada pardmetro
indicam que ndo ha diferencas estatisticas em relacdo as medidas do dia 0 (DO).
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E importante salientar que as diferencas em relagdo aos dados espectrais,
dimensionais e elétricos observadas no decorrer dos testes de estabilidade das AgNPs
podem estar relacionadas com (i) a época de coleta/localizacdo do material vegetal, (ii)
com a parte da planta utilizada, que influencia na disponibilidade das biomoléculas que
vao posteriormente interagir nos processos de reducdo dos ions metalicos e (iii) com a
temperatura/ambiente de armazenamento das suspensdes coloidais, que podem causar
desequilibrio nos agentes de cobertura da superficie das AgNPs modificando o
tamanho, a homogeneidade e o potencial Zeta (Akula; Ravishankar, 2011; Kuskoski et
al., 2012; Salles et al., 2022). Dessa forma, torna-se de fundamental importancia a
avaliacdo dessas varidveis durante 0 monitoramento dos parametros fisico-quimicos de
nanomateriais biogénicos mesmo em sinteses realizadas sob condi¢des similares, onde
ainda é esperado que tais variacGes ocorram e os valores obtidos podem ser estimados
como reprodutiveis a depender dos casos analisados.

Portanto, ao avaliar os indicativos relatados acima, a amostra AgNPs-PS
sintetizada a partir do lote 2 e a amostra AgNPs-PC sintetizada a partir do lote 1 foram
as escolhidas para dar continuidade aos testes de caracterizacao, atividades bioldgicas e
cataliticas. Vale ressaltar tais testes ndo foram realizados no intuito de indicar qual era o
melhor grupo de AgNPs, mas sim de propor um estudo completo quanto a investigagdo
de caracteristicas e aplicacdes das AgNPs sintetizadas a partir de extratos preparados
com material vegetal coletado em diferentes periodos sazonais, avaliando esse
parametro que tem importancia indispensavel em pesquisas que visam explorar a

biodiversidade.
2.3. Anélise de Rastreamento de Nanoparticulas (ARN)

Ao analisar os resultados obtidos pelo ARN (TABELA I11-3), observa-se que 0
didmetro de 68,5 + 0,7 nm das AgNPs-PS é menor do que aquele descrito para as
AgNPs-PC, com 89,3 + 2,1 nm. Por sua vez, a concentracdo de particulas foi mais
elevada para a amostra de nanoestruturas sintetizadas com folhas coletadas no periodo
chuvoso, sendo de 1,5 x 102 particulas/mL, em comparagdo aquela obtida apds sintese
verde a partir de folhas do periodo seco, com 5,33 x 10 particulas/mL.

Como pode ser observado no Apéndice 12, houve uma distribuicdo multimodal
com populagdes de diversos tamanhos na amostra AgNPs-PC, enquanto verificou-se
uma distribuicao estreita e unimodal para as AgQNPs-PS. Essas caracteristicas intrinsecas

a cada grupo de particulas podem ser correlacionadas a capacidade quelante e redutora
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dos compostos fitoquimicos disponiveis nos extratos aquosos das folhas de guarana de

cada periodo sazonal que podem gerar propriedades distintas nas AgNPs sintetizadas.

Tabela I111-3. Diametro médio e concentracdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no
periodo seco (PS) e periodo chuvoso (PC) obtidos por Andlise de Rastreamento de
Nanoparticulas (ARN).

Amostra Diametro medio (nm) Concentracéo (particulas/mL)
AgNPs-PS 68,5+ 0,7 5,33 x 107
AgNPs-PC 89,3+2,1 1,5 x 108

Os valores estéo representados como média + desvio padrdo da média de medidas em triplicata.

N&o foram encontrados estudos que utilizaram a técnica de ARN para estudar o
diametro e a concentracdo de AgNPs sintetizadas a partir de extratos de Paullinia
cupana nem de plantas relacionadas a mesma familia botanica. No entanto, um estudo
conduzido por De Barros (2017) mostrou que extratos da casca de laranja (Citrus
sinensis) foram empregados na sintese verde de AgNPs e que, a partir da analise de
ARN, nanoestruturas com didmetro acima de 130 nm foram descritas. Utilizando
extrato de Aristolochia manshuriensis, Yugay et al. (2023) sintetizaram AgNPs com
tamanho de 119 nm e concentracéo de 18,32 x 10 particulas/mL. Por sua vez, Ramos
(2018) mediou a sintese de AgNPs a partir do uso do extrato do caule de cajui
(Anacardium microcarpum), uma planta com ocorréncia na Amazénia, e verificou que
ao utilizar uma concentracdo de 0,1% do extrato aquoso as AgNPs tinham diametro de

72,9 nm e concentracgdo de 8,91 x 10° particulas/mL.

2.4. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raios X (EED)

As analises por MET sdo amplamente realizadas em pesquisas na area de
nanotecnologia uma vez que por meio desta técnica sdo obtidas imagens dos
nanomateriais em duas dimensdes, permitindo investigar seus didmetros secos,
morfologias e provaveis estados de agregacéo.

A Figura I11-4A mostra que as AgNPs-PS tém diametro de 39,33 + 0,27 nm (R?=
0,95), enquanto a Figura I11-4B apresenta as AgNPs-PC com tamanho de 42,43 £ 0,26
nm (R?= 0,97), sendo que estas duas amostras incluem particulas com morfologias
variadas, como por exemplo esferoidais, quase-esféricas, bastonetes, triangulares,

prismaticas, hexagonais, entre outras pouco definidas. Essas morfologias podem estar
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associadas as diferentes formas de nucleacdo das particulas que é decorrente do meio
em que as formam ser complexo (Graga, 2023) e de certa maneira isso era esperado uma
vez que, de acordo com a Figura 111-3, as bandas plasménicas de maxima absor¢édo sao
diferentes. E importante salientar que, mesmo a partir da alteracdo das condigBes
sazonais e, como consequéncia, dos diferentes compostos fitoquimicos entre os extratos,
n&o foram observadas mudancas expressivas entre os diametros secos das AgNPs.

No geral, as imagens permitem distinguir claramente as formas e confirmam o
pequeno tamanho das AgNPs, mas, a partir dos histogramas, é possivel observar uma
consideravel distribuicdo no tamanho das populagdes das nanoestruturas, o que pode ter
relagcdo (i) com as bandas alargadas que s&o mostradas nos espectros de UV/Vis, (ii)
com os valores medianos de Pdl que refletem polidispersividade para as amostras e
ainda (iii) com o pH das suspensGes de AgNPs que contribuem para o aumento de
tamanho das particulas (Petryayeva; Krull, 2011; Sato, 2022). Além disso, em comum
as imagens, nota-se a camada de estabilizacdo ao redor da superficie das AgNPs que se
refere as biomoléculas do extrato aquoso das folhas de guarana presentes na mistura de

reacao (Rengarajan et al., 2023; Sadeghi; Gholamhoseinpoor, 2015; Trieu et al., 2023).
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Figura I11-4. Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e
histogramas de distribuicdo de diametro referentes as nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no
periodo seco (A) e periodo chuvoso (B).

Por outro lado, as informagbes fornecidas pela técnica de EED revelam o
contetdo dos atomos presentes nas amostras por meio, principalmente, da intensidade
dos picos obtidos e que permite a quantificacdo dos elementos quimicos. Conforme
verifica-se na Figura Il1- 5A, a composicao dada a prata pura no espectro das AgNPs-PS
é de 18,03% e na Figura I11-5B o teor é de 26,5% nas amostras de AgNPs-PC, com
ambas apresentando picos de dispersdo no inicio dos espectros e em torno de 3 keV,
tipico da prata coloidal (Bayat et al., 2021; ipek et al., 2023). Foram também detectados
sinais fracos de magnésio (Mg) e silicio (Si), além de porcentagem consideravel dos
atomos de carbono (C) e oxigénio (O) que podem ser provenientes da camada de

biomoléculas que cobrem a superficie das AgNPs (Hatipoglu, 2022).
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Figura 111-5. Espectros por Energia Dispersiva de Raios X (EED) e mapa elementar
mostrando a distribuicdo dos 4&tomos presentes nas amostras de nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas
no periodo seco (A) e periodo chuvoso (B).

0 v | — 50um

2.5. Aplicacdes bioldgicas e cataliticas das AgNPs-PS e AgNPs-PC
2.5.1. Atividade antibacteriana

Os valores das ConcentracBes Inibitérias Minimas (CIM) de AgNPs-PS e
AgNPs-PC que inibiram o crescimento de diferentes cepas bacterianas, tanto Gram-
positivas quanto Gram-negativas, estdo apresentadas na Tabela I11-4. Nota-se que a
concentracdo de 21,25 pg/mL foi similar para a maioria das bactérias, exceto para a
cepa Gram-negativa Salmonella enterica cuja concentracdo foi o dobro, ou seja, 42,5
pug/mL, indicando uma maior resisténcia desta cepa bacteriana ao ser exposta as AgNPs-
PS. Diferentemente, no estudo de Mehwish et al. (2021) a CIM de AgNPs sintetizadas a
partir de extrato aquoso de semente de acécia-branca (Moringa oleifera) foi de 9 pg/mL
para essa mesma bactéria.

Por sua vez, as bactérias Bacillus cereus (Gram-positiva) e Acinetobacter
baumannii (Gram-negativa) foram mais sensiveis a a¢do das AgNPs-PC com CIM de
10,6 pg/mL. Tais resultados foram mais satisfatorios em relagdo aos obtidos por
Hashemitabar, Aflakian e Sabzevar (2023) e Rather et al. (2022) que encontraram CIM
de 25 pg/mL para as mesmas cepas apos o tratamento com AgNPs sintetizadas por
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extratos de Teucrium polium e Cuphea carthagenensis (sete-sangrias), respectivamente.
Recentemente, AgNPs sintetizadas utilizando extrato aquoso da casca das sementes de
Paullinia cupana apresentaram CIM de 50 pg/mL para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, sendo maior que os valores descritos no presente estudo
independente da amostra de AgNPs (Nogueira, 2022).

Em relacdo aos resultados com a solugdo aquosa de AgNOs foi visto que, em
geral, o efeito inibitdrio no crescimento bacteriano foi superior ao observado apds os
tratamentos com as AgNPs. Xiu, Ma e Alvarez (2011) relatam que os ions Ag*
apresentam diametro em torno de 0,26 nm e isso aumenta sua biodisponibilidade e o
potencial de assimilacdo pelas células bacterianas, elevando sua toxicidade para 0s
microrganismos.

Ao analisar os valores das Concentragbes Bactericidas Minimas (CBM)
(TABELA I11-4) foi possivel verificar que, em sua maioria, eles foram iguais ou pelo
menos duas vezes superiores as concentracdes relatadas para a CIM, ndo havendo
correlagdo direta entre os dois grupos de AgNPs testadas que pudesse inferir qual
amostra seria mais eficiente contra as bactérias avaliadas, mas sendo possivel indicar
que essas nanoestruturas podem ser adequadas para utilizacdo como agentes de
descontaminacdo bacteriana. Além disso, vale ressaltar que, com base nos valores de
CIM e CBM, a susceptibilidade bacteriana foi similar para ambas as classes de bactérias
testadas (Gram-positivas e Gram-negativas).

Os extratos aquosos das folhas de guarana coletadas no periodo seco e periodo
chuvoso também foram avaliados quanto ao seu potencial antibacteriano, no entanto nao
foram observados efeitos inibitérios no crescimento de nenhuma das bactérias (dados
ndo mostrados), similarmente ao relatado por Antonelli-Ushirobira et al. (2007) que
testaram o extrato de sementes de guarand sobre Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus obtendo CIM acima de 1000 pg/mL,
diferentemente dos compostos isolados cafeina, epicatequina e catequina que
apresentaram CIM dez vezes menor que os valores do extrato bruto. Por sua vez,
Carvalho et al. (2016) demonstraram atividade bacteriostatica com CIM de 250 pg/mL
ao expor as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus

aureus ao extrato de sementes de guarana.
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Tabela I111-4. Atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (PS),
periodo chuvoso (PC) e da solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNO3).

AgNPs-PS AgNPs-PC AgNOs

Cepas bacterianas
CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Bacillus cereus 21,25 42 50 10,60 42,50 5,30 5,30

Staphylococcus

aureus 21,25 21,25 21,25 21,25 10,60 10,60

Staphylococcus
epidermidis 21,25 42,50 21,25 42,50 10,60 10,60

Acinetobacter 21,25 21,25 10,60 21,25 5,30 5,30

baumannii
Escherichia coli 21,25 21,25 21,25 21,25 1060 2125
Klebsiella 21,25 21,25 21,25 21,25 10,60 10,60
pneumoniae
Pseudomonas 2125 42,50 21,25 4250 2125 4250
aeruginosa

Salmonella enterica 42,50 42 50 21,25 42 .50 10,60 10,60

CIM: concentragdo inibitéria minima (pug/mL); CBM: concentragdo bactericida minima (pg/mL).

A atividade antimicrobiana da prata é conhecida desde a antiguidade, sendo
interessante devido sua alta toxicidade aos microrganismos e baixa toxicidade as células
humanas (Pal; Tak; Song, 2007). Vale ressaltar que 0 mecanismo de acdo dos ions Ag*
ja foi anteriormente elucidado, mas ndo ha um consenso sobre 0s mecanismos
relacionados aos efeitos antibacterianos das AgNPs (Jung et al., 2008; Salam et al.,
2012).

Alguns fatores sdo comumente relacionados a potente acdo antibacteriana de
AgNPs, dentre eles o pequeno diametro aliado a elevada area superficial que facilitam a
permeacdo das nanoestruturas nas membranas bacterianas (Balu et al., 2022; Quintero-
Quiroz et al., 2019). Outro fator de destaque € a atracdo eletrostatica uma vez que os
ions metalicos sdo carregados positivamente e a membrana celular bacteriana é
carregada negativamente, promovendo assim a adsorcdo das particulas com posterior
acdo toxica. Mesmo no caso de AgNPs carregadas negativamente, como no presente
estudo, a atividade microbicida pode ocorrer uma vez que essas nanoestruturas

interagem com 0s aminoacidos que contém enxofre (cisteina, homocisteina, metionina,
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taurina) causando danos a membrana celular das bactérias (Abbaszadegan et al., 2015;
Dakal et al., 2016; Salvioni et al., 2017).

A nivel celular, as AgNPs podem interferir no metabolismo, respiracdo e
replicacdo dos microrganismos uma vez que os ions Ag* podem interagir com alguns
grupos funcionais da estrutura de proteinas ou de moléculas carregadas negativamente
que estdo presentes na parede celular bacteriana (tiol, sulfidrila, imidazol, amino,
fosfato) e com isso podem levar a alteracdo da estrutura proteica, mudancas de
permeabilidade da membrana, geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e ao
bloqueio da sintese de ATP impedindo a divisdo celular e causando a morte das
bactérias (Ahmed et al., 2018; Fayaz et al., 2010; Lopez-Carballo et al., 2013;
Sathishkumar et al., 2009; Yamanaka; Hara; Kudo, 2005).

2.5.2. Atividade antioxidante
2.5.2.1. DPPH

A atividade antioxidante das AgNPs-PS, AgNPs-PC e dos seus respectivos
extratos vegetais, além do controle positivo (acido ascorbico) foi avaliada pelo método
de DPPH. De acordo com o observado na Figura Il1-6, exceto na menor concentracao-
teste (12,5 pg/mL) onde a inibicdo do radical livre causada por ambas as amostras de
AgNPs foi abaixo de 20%, observam-se diferencgas significativas (p<0,05) entre as
incubacdes realizadas com as AgNPs-PS e AgNPs-PC, destacando-se a acdo inibitoria
causada pelas nanoestruturas do periodo chuvoso que foi de 66,86% na maior
concentracdo (150 pg/mL), enquanto para as nanoestruturas do periodo seco essa
porcentagem foi de 50,89%. Vale ressaltar que a atividade antioxidante do padrao acido
ascorbico foi superior a 95%, independente da concentracdo utilizada e, portanto, diferiu
consideravelmente (p<0,05) dos valores obtidos ap6s as incubag6es do radical livre com
as AgNPs que tiveram um comportamento dose-dependente.

Os valores de ICso expressam a concentracdo necessaria do agente antioxidante
para reduzir pela metade a quantidade do radical livre e, dessa forma, quanto menores
sdo esses valores, maior € atividade antioxidante. Para o acido ascorbico, o ICso foi de
22,43 pg/mL, enquanto para as AgNPs-PS e AgNPs-PC sdo necessarios 43,16 pg/mL e
36,93 pg/mL, respectivamente, para que aconteca a mesma reducdo do DPPH. Tais
resultados sdo mais eficientes do que o relatado por Dua et al. (2023) e Badmus et al.
(2020) que obtiveram um ICso de 48,96 pg/mL e 51,8 pg/mL ao testar a atividade
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antioxidante de AgNPs sintetizadas a partir do extrato de Eupatorium adenophorum e
Annona muricata (graviola), respectivamente.

Os extratos aquosos das folhas de Paullinia cupana coletadas nos diferentes
periodos sazonais foram testados em concentracdes mais elevadas em relacdo as
concentracdes das AgNPs tendo em vista as suas condic¢Ges iniciais de preparo
(concentracdo bruta de 100 mg/mL). A partir do demonstrado na Figura 111-6, observa-
se que o EPC tem atividade antioxidante proxima ao controle positivo (acido ascérbico)
a partir da concentracdo de 500 pg/mL, com inibicdo acima de 90% (ICso de 229,7
pg/mL), diferentemente do EPS que tem capacidade antioxidante dependente da dose e
apenas chegou préximo a esse percentual de inibicdo na maior concentracao-teste (1500
pg/mL), com ICso de 476,4 pg/mL. No estudo de Dalonso e Petkowicz (2012), o extrato
metanolico de sementes de guarana apresentou uma forte capacidade de eliminacdo do
radical DPPH que variou de 83,4% a 90,9% em concentracfes de 100 a 10000 pg/mL.
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Figura I11-6. Atividade antioxidante de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (PS) e
periodo chuvoso (PC), além de seus respectivos extratos aquosos (EPS e EPC) e da
solucdo aquosa de acido ascorbico (AA) contra o radical livre DPPH. Dentro de cada
concentracdo, diferentes letras sobrescritas indicam significancia estatistica (p<0,05) pelo teste Two-Way
ANOVA, seguido do teste de Tukey. No eixo X, a linha superior indica as concentracfes-teste das AgNPs
e do AA. A linha inferior indica as concentracBes-teste dos extratos aquosos de folhas de Paullinia
cupana.



119

2.5.2.2. ABTS

A determinagdo da atividade antioxidante contra o radical ABTS resultou em
inibicdo similar, sem diferencas estatisticas (p<0,05), quando comparados os resultados
das AgNPs-PS e AgNPs-PC nas concentragdes entre 12,5 pg/mL e 75 pg/mL (FIGURA
I11-7). Apesar da capacidade inibitoria ter aumentado de maneira dependente a dose, foi
observado apenas nas duas maiores concentracoes-teste inibi¢bes significativas (p<0,05)
entre as amostras, com as AgNPs-PC promovendo inibicdo de 68,32% e 73,62% do
ABTS e as AgNPs-PS com porcentagens de 64,34% e 66,72% de inibicdo nas
concentragcdes de 100 pg/mL e 150 pg/mL, respectivamente. Ao analisar a a¢do do
acido ascorbico verifica-se que, a partir de uma concentracdo intermediéria, ha quase
100% de inibicdo do ABTS, com ICso de 24,98 pg/mL e percentual inibitorio
estatisticamente diferente (p<0,05) das AgNPs independente da dose.

Em relagdo aos valores de ICso das AgNPs, as nanoestruturas do periodo seco
tiveram uma concentracdo sutilmente menor (54,2 pg/mL) do que as do periodo
chuvoso (61,19 pg/mL), mas ambas foram mais eficientes ao comparar com o resultado
obtido por Loganathan et al. (2022) que sintetizaram AgNPs a partir o extrato aquoso de
Passiflora subpeltata e verificaram que a concentragdo inibitoria obtida no teste
antioxidante contra o radical ABTS foi de 109,94 pg/mL.

No ensaio antirradical ABTS utilizando os extratos vegetais das folhas de
Paullinia cupana, exceto na menor concentracdo testada (125 pg/mL), o EPC
apresentou destaque tendo aumento na porcentagem de inibicdo de maneira dose-
dependente e sendo estatisticamente diferente (p<0,05) do EPS. O ICso dos extratos foi
4145 pg/mL e 4453 pg/mL para extratos foliares do periodo seco e chuvoso,
respectivamente (FIGURA 111-7). Silva et al. (2022) encontraram um potencial
antioxidante referente a eliminagdo do radical ABTS a partir da utilizacdo de extratos
das sementes e cascas de guarana de 9534 uM equivalentes de Trolox/gEA e 68 uM

equivalentes de Trolox/gEA, respectivamente.
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Figura I11-7. Atividade antioxidante de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a
partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (PS) e
periodo chuvoso (PC), além de seus respectivos extratos aquosos (EPS e EPC) e da

solucdo aquosa de acido ascorbico (AA) contra o radical livre ABTS. Dentro de cada
concentracdo, diferentes letras sobrescritas indicam significancia estatistica (p<0,05) pelo teste Two-Way
ANOVA, seguido do teste de Tukey. No eixo X, a linha superior indica as concentracdes-teste das AgNPs
e do AA. A linha inferior indica as concentracfes-teste dos extratos aquosos de folhas de Paullinia
cupana.

De acordo com Valko et al. (2006), as células vegetais anulam os efeitos
prejudiciais causados pelas EROs por meio da producdo de componentes enzimaticos
que atuam no desenvolvimento da planta (peroxidase, superoxido dismutase) e por
componentes ndo enzimaticos (compostos fenolicos, flavonodides) que sdo a principal
fonte de moléculas antioxidantes. Tais componentes agem por meio de seus grupos
hidroxilas e anéis aroméaticos em mecanismos que envolvem transferéncia de elétrons
livres e/ou atomos de hidrogénio, aléem de desempenharem um efeito sinérgico agindo
também como redutores e estabilizadores durante a sintese das AgNPs biogénicas
(Hussain et al., 2019; Zhang; Tsao, 2016). As atividades antioxidantes reportadas para
0s extratos aquosos de guarana corroboram com o0s achados descritos na Tabela I-1 do
topico 2.2.1 do Capitulo I onde é possivel verificar que a quantificagdo de compostos
fendlicos na preparagdo por decocgdo com folhas do periodo chuvoso foi de 728,4
HgEAG/gQEA em comparagdo ao extrato preparado com folhas do periodo seco que teve
contetdo fendlico de 437,5 pgEAG/gEA.
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2.5.3. Atividade anticancer

A Figura I11-8 evidencia que nos experimentos com as células A431 (cancer de
pele ndo-melanoma) apos exposicdo as AgNPs e ao controle positivo (AgNO3z) houve
menos de 20% de células vivas na maior concentracao-teste (20 pg/mL) independente
da amostra utilizada e tais resultados apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em
relagcdo ao controle experimental. Para essas amostras foi observado um comportamento
dose-dependente, com os valores de ICsp para a solucéo aquosa do sal metalico, para as
AgNPs-PS e para as AgNPs-PC de 5,122 pg/mL, 5,851 pg/mL e 5,51 pg/mL,
respectivamente. No estudo de Singh et al. (2021), o tratamento com AgNPs
sintetizadas utilizando extrato de folhas de mamao (Carica papaya) diminuiu em 36% a
viabilidade das células A431 na concentracdo de 5 pg/mL.

Os extratos aquosos das folhas de guarana causaram, no maximo, 7% de perda
na viabilidade das células A431 mesmo tendo sido empregados em concentracGes
superiores (tendo em vista sua concentracdo inicial de 100 mg/mL), com o EPS
apresentando ICso de 458,2 pug/mL, enquanto para o EPC esse valor chegou a 638,1
ug/mL (FIGURA 111-8).
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Figura I11-8. Viabilidade celular da linhagem A431 (cancer de pele ndo-melanoma) apds
incubacdo por 24 horas com diferentes concentracbes de nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas
no periodo seco (PS) e periodo chuvoso (PC), além de seus respectivos extratos aquosos
(EPS e EPC) e da solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs3). O controle foi realizado

apenas com meio de cultivo suplementado, sem nenhum tratamento. Dados expressos em
barras que representam a média + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes em
quadruplicata. Teste Two-Way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde letras diferentes significam
diferencas significativas (p<0,0001) em relagdo ao controle. No eixo X, a linha superior indica as
concentracOes-teste das AgNPs e do AgNOs. A linha inferior indica as concentracfes-teste dos extratos
aquosos de folhas de Paullinia cupana.

De acordo com a Figura 111-9, ao analisar os dados de citotoxicidade frente as
células HaCaT (queratindcitos de pele humana) foi verificado que apenas na menor
concentracdo (2 pg/mL) nenhum tratamento proposto culminou em alteracdes
significativas (p<0,05) na viabilidade em relagdo ao controle experimental. A partir da
concentracdo de 4 pg/mL as AgNPs apresentaram um numero de células vivas abaixo
de 45% e este valor foi decaindo até a maior concentracdo-teste (20 pg/mL), onde a
viabilidade das células foi de 2,75% e 3,25% para as AgNPs-PS (ICso 3,94 pg/mL) e
AgNPs-PC (ICso 3,909 pg/mL), respectivamente, similarmente ao encontrado apos
exposicdo a solucdo aquosa de AgNO3 (ICso 3,497 pg/mL). Por outro lado, Badmus et
al. (2020) ndo observaram citotoxicidade ao expor AgNPs sintetizadas a partir do
extrato aquoso das folhas de graviola (Annona muricata) em HaCaT nas concentragdes
entre 4,37 e 35 pg/mL.

Por sua vez, ao incubar as celulas HaCaT com diferentes concentracdes dos

extratos aquosos de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco e chuvoso
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verificou-se que estes ndo promoveram perdas expressivas da viabilidade em
comparagao ao controle experimental uma vez que na maior concentracdo testada (2000
pg/mL) cerca de 95% das células permaneceram vivas e 0 ICso foi definido em 1106
pg/mL para o EPS e 1052 pg/mL para o EPC (FIGURA 111-9).
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Figura I11-9. Viabilidade celular da linhagem HaCaT (queratindcitos de pele humana)
apos incubacdo por 24 horas com diferentes concentracGes de nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas
no periodo seco (PS) e periodo chuvoso (PC), além de seus respectivos extratos aquosos
(EPS e EPC) e da solu¢do aquosa de nitrato de prata (AgNOs3). O controle foi realizado

apenas com meio de cultivo suplementado, sem nenhum tratamento. Dados expressos em
barras que representam a média + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes em
quadruplicata. Teste Two-Way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde letras diferentes significam
diferencas significativas (p<0,0001) em relagdo ao controle. No eixo X, a linha superior indica as
concentracOes-teste das AgNPs e do AgNOs. A linha inferior indica as concentracGes-teste dos extratos
aquosos de folhas de Paullinia cupana.

Ao analisar a viabilidade das células A549 (adenocarcinoma de pulmao)
expostas as AgNPs, observou-se diminui¢do consideravel (p<0,05) da viabilidade
celular em comparacdo ao controle e ao AgNO3z em todas as concentragdes (FIGURA
[11-10). Com o aumento da concentracdo das nanoestruturas foi visualizado um
comportamento dose-dependente chegando a 5% e 7% de viabilidade celular causada
pelas AgNPs-PS e AgNPs-PC na maior concentra¢do empregada (20 pg/mL) e ICso de
5,436 pug/mL e 5,609 pg/mL, respectivamente. O sal metalico foi o tratamento que mais
resultou em sensibilidade as células tendo como ICso um valor de 4,75 pg/mL.

Recentemente, Pandey et al. (2023) observaram alteracdes na morfologia de células
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Ab549 tratadas com diferentes concentracGes de AgNPs (5 a 25 pg/mL) sintetizadas a
partir de extrato foliar de Blumea lacera.

Os extratos aquosos de folhas de Paullinia cupana apresentaram um baixo perfil
de citotoxicidade as células A549 independente da concentracdo testada, mantendo-as
viaveis para além de 90% mesmo quando foram utilizados 2000 pg/mL (FIGURA IlI-
10). Em relacdo ao ICso, 0 EPC apresentou valor de 1017 pg/mL, enquanto o EPS
causou maior susceptibilidade, com 1Cso de 827,5 pg/mL.
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Figura 111-10. Viabilidade celular da linhagem A549 (adenocarcinoma de pulmé&o) apds
incubacdo por 24 horas com diferentes concentracbes de nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas
no periodo seco (PS) e periodo chuvoso (PC), além de seus respectivos extratos aquosos
(EPS e EPC) e da solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs3). O controle foi realizado

apenas com meio de cultivo suplementado, sem nenhum tratamento. Dados expressos em
barras que representam a média + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes em
quadruplicata. Teste Two-Way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde letras diferentes significam
diferengas significativas (p<0,0001) em relacdo ao controle. No eixo X, a linha superior indica as
concentragOes-teste das AgNPs e do AgNOs. A linha inferior indica as concentragGes-teste dos extratos
aquosos de folhas de Paullinia cupana.

Os resultados de viabilidade celular de fibroblastos da linhagem HNTMC estéo
demonstrados na Figura I11-11. Nota-se que apenas na menor concentracdo de AgNPs e
AgNOs ndo ha diferencgas estatisticas significativas (p<0,05) em relacdo ao controle
experimental e que a partir da concentracdo de 6 pg/mL essas amostras sdo altamente
citotoxicas, reduzindo a viabilidade para abaixo de 20%, mantendo-se dessa maneira até

a maior concentracgdo testada (20 pg/mL). Quando avaliados os valores de 1Csg, 0 ensaio

confirmou que o tratamento com a solugdo de sal metalico foi mais danoso as células,
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apresentando valor de 3,49 pg/mL, seguido dos resultados para as nanoestruturas com
ICs0 em 4 pug/mL para as AgNPs-PS e 4,231 pug/mL para as AgNPs-PC.

N&o foram encontrados estudos que testaram o efeito citotoxico de AgNPs na
linhagem HNTMC. No entanto Silva et al. (2021) relataram que a exposi¢do por 24
horas dessas células a nanoparticulas magneticas com funcionalizacdo de superficie
resultou em um ICso de 1,86 ug/mL, com morte celular induzida por apoptose. Por sua
vez, Jovito et al. (2021) demonstraram acgdo citotoxica reduzida nas células HNTMC
apos exposicdo por 24 horas a nanofolhas de 6xido de grafeno e suas conjugagdes, com
viabilidade em torno de 75% na concentracédo de 200 pg/mL.

Os efeitos dos extratos aquosos de folhas de Paullinia cupana revelaram sutis
diferengas quanto ao potencial de inibicdo da viabilidade de células HNTMC (FIGURA
I11-11). Apbs a exposicdo ao EPS, aproximadamente 91% de células permaneceram
vivas na maior concentracéo (ICso de 998,3 pg/mL), enquanto o tratamento com o EPC
promoveu a manutencdo da viabilidade igual ou superior a 100% em qualquer
concentracdo empregada (ICso de 309,6 pg/mL).
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Figura 111-11. Viabilidade celular da linhagem HNTMC (fibroblastos) apo6s incubagéo
por 24 horas com diferentes concentracfes de nanoparticulas de prata (AgNPSs)
sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no
periodo seco (PS) e periodo chuvoso (PC), além de seus respectivos extratos aquosos
(EPS e EPC) e da solugdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs3). O controle foi realizado

apenas com meio de cultivo suplementado, sem nenhum tratamento. Dados expressos em
barras que representam a média + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes em
quadruplicata. Teste Two-Way ANOVA, seguido do teste de Tukey, onde letras diferentes significam
diferengas significativas (p<0,0001) em relacdo ao controle. No eixo X, a linha superior indica as
concentracOes-teste das AgNPs e do AgNOs. A linha inferior indica as concentracfes-teste dos extratos
aquosos de folhas de Paullinia cupana.
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Dessa forma, essa investigacdo descreve atividades citotoxicas ndo especificas
das AgNPs sintetizadas a partir dos extratos aquosos das folhas de Paullinia cupana
uma vez que as nanoestruturas demonstraram citotoxicidade tanto contra as células
cancerosas quanto as celulas ndo cancerosas. Ademais, € possivel indicar que nenhuma
diferenca consideravel em termos de porcentagem de viabilidade celular foi observada
ao comparar os efeitos induzidos pelas AgNPs-PS com as AgNPs-PC e nem entre o
EPS e EPC independente da linhagem celular e/ou concentracéo testada.

Essa pesquisa baseou-se na sintese verde de AgNPs utilizando extratos aquosos
das folhas de Paullinia cupana, uma espécie nativa da biodiversidade amazo6nica, onde
pdde-se avaliar, entre outros aspectos, a composi¢do fitoquimica dos extratos foliares
obtidos a partir de coleta em diferentes periodos sazonais e ainda pela preparagdo por
distintos métodos. Em geral, os efeitos benéficos ou deletérios causados pelas
nanoestruturas podem ser correlacionados com os metabolitos dos extratos vegetais
utilizados nas reacOes de sintese verde uma vez que as biomoléculas podem atuar como
fonte de energia favorecendo a sobrevivéncia das células ou atuar de forma sinéergica
juntamente com a acdo toxica da prata nanoestruturada ja que tais metabdlitos podem,
por si sO, causar citotoxicidade as células. Alem disso, a atividade citotdxica das AgNPs
pode ainda ser desencadeada por diversos fatores, entre eles (i) a influéncia da
dose/concentracdo de particulas, (ii) o tamanho, (iii) a morfologia, (iv) a carga de
superficie (potencial Zeta), (v) o tipo de cobertura na superficie e (vi) o tempo de
incubacdo com as células (Barbalinardo et al., 2018; Gliga et al., 2014; Nguyen et al.,
2013; Soares et al., 2016; Stoehr et al., 2011).

De forma geral, como observado nas Figuras 111-8, 111-9, 111-10, e 1lI-11, os
extratos aquosos foliares ndo afetaram significativamente a viabilidade das células ndo
cancerosas em nenhuma das concentracfes testadas, apresentando similaridade com os
resultados obtidos pelo controle, diferindo estatisticamente das suas respectivas
nanoestruturas e em algumas concentrac6es causando até mesmo proliferagdes celulares
mesmo que esses aumentos ndo tenham acontecido de forma dose-dependente. Tais
resultados sdo consistentes com estudos prévios onde a citotoxicidade de extratos de
guarana contendo biomoléculas funcionais como a cafeina, teobromina, catequina,
epicatequina e taninos foi avaliada sob células ndo cancerosas. Lima et al. (2017)
expuseram fibroblastos da linhagem NIH-3T3 ao extrato de guarana e constataram que
cerca de 90% das células continuaram viaveis, semelhante ao descrito por Bittencourt et

al. (2013) que relataram a auséncia de citotoxicidade do extrato de sementes de guarana
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sobre a mesma linhagem celular ao testar concentracfes entre 0,5 e 10 mg/mL, apos 6
horas de incubacdo. Roggia et al. (2020) incubaram células da microglia (linhagem BV-
2) com extratos do pd de guarana e obtiveram aumento de células vidveis duas vezes
maior em relacdo a viabilidade alcancada pelo controle negativo, apds 24 horas.

Mesmo sem relatos da atividade anticancer de AgNPs sintetizadas com partes
vegetais de Paullinia cupana, algumas pesquisas foram realizadas e demonstraram o
efeito na viabilidade de células cancerosas ap0s o tratamento com extratos de guarana
ou com metabdlitos isolados da planta. No estudo de Carvalho et al. (2016), o extrato
bruto de sementes de guarand revelou-se antiproliferativo quando testado sob o
crescimento de células de leucemia HL-60, com ICso de 70,25 pg/mL. Por sua vez,
Cadona et al. (2017) observaram que o extrato de guarana foi eficaz na diminuicao de
colbnias de células cancerosas de mama MCF-7 em concentracBes a partir de 0,1
pug/mL, enquanto para as células cancerosas de colon HT-29 essa diminuicdo ocorreu
apenas na concentracdo de 100 pg/mL. O alcaloide teobromina foi responséavel pela
inibicdo da proliferacdo de células de glioblastoma da linhagem U87-MG a partir da
concentracdo de 3 pUM, causando ainda alteragdes morfologicas evidentes, como por

exemplo o encolhimento das células tumorais (Sugimoto et al., 2014).
2.5.4. Atividade inseticida

Essa etapa do estudo aborda a avaliagdo da atividade inseticida das
nanoestruturas diante de larvas e pupas do mosquito Aedes aegypti. Como relatado
anteriormente, esse ensaio foi conduzido apenas com a amostra AgNPs-PS tendo em
vista (i) a ordem de coleta do material vegetal que foi, inicialmente, realizada no
periodo seco, (ii) a disponibilidade de tempo e de recursos da equipe técnico-cientifica
do Insetario ArboControl, onde os testes foram realizados e (iii) a auséncia de
diferencas expressivas nos resultados obtidos nos tépicos anteriores do Capitulo Il no
que tange as investigacdes das bioatividades das AgNPs-PS e AgNPs-PC.

Resumidamente, o ciclo de desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti,
transmissor de arboviroses como a dengue, Zika e Chikungunya, ap6s a eclosdo dos
ovos, compreende a fase larval onde os organismos passam por quatro estagios (L1, L2,
L3 e L4), também chamados de instar, que sdo os periodos de alimentacdo e
crescimento e nos quais ha a troca da estrutura referente ao exoesqueleto (Anoopkumar
et al., 2017). Por sua vez, as pupas do Aedes aegypti ndo se alimentam e séo formadas

logo apos as larvas do quarto estagio de desenvolvimento adquirirem tamanho e energia
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suficiente para ativar a metamorfose completa, sendo considerada a fase anterior que da

origem aos mosquitos adultos (Chouin-Carneiro; Santos, 2017).
2.5.4.1. Ensaio em larvas de Aedes aegypti

Tendo em vista a maior vulnerabilidade na fase larval, os ensaios foram
realizados com as larvas do terceiro instar a partir da exposicdo dos organismos as
AgNPs e a solugdo aquosa do sal metalico (AgNOs) (controle positivo). Os resultados
mostram que os efeitos deletérios sdo dose-dependentes e mais proeminentes com o
passar do tempo, sendo que a CLso e a ClLoo, juntamente com os valores de limite de
confianca inferior e superior, além dos valores de R? s3o apresentados na Tabela I11-5.
Tabela 111-5. Atividade inseticida das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS) e

da solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNO3z) apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢do em
larvas do terceiro instar de Aedes aegypti.

CLso (pg/mL) CLoo (ng/mL)

Amostra  Tempo (h) (IC 95%) (IC 95%) R?
s 9,936 15,64 0,8451 (CLso)
(9.273-10,22)  (13,96-17.23)  0,8434 (CLso)
. 1,669 3,867 0,8470 (CLso)
AgNPs-PS (1,347 -2,040)  (3.137-4571)  0,8313 (CLso)
72 0,6097 1,065 0,9322 (CLso)
(05475 0,6849) (0,8841—1,240)  0.9266 (CLeo)
o4 9,179 14,50 0,8862 (CLso)
(8.345-9,.873)  (1299-16,03)  0,8822 (CLso)
2,682 6,955 0,9242 (CLso)
AgNO; 48 (2,335-3,071)  (5695-8,100)  0,9231 (CLeo)
72 0,9730 2457 0,9452 (CLso)

(0,8478 —1,114) (2,196 -2,701)  0,9373 (CLao)

CLso: concentracéo letal para 50% das larvas; CLgo: concentracéo letal para 90% das larvas; IC: intervalo
de confianga de 95% (inferior - superior); R?: coeficiente de correlagéo.

As curvas de dose-resposta das Figuras 111-12 e 111-13 apresentam similaridades
nos indices de mortalidade (%) dos testes realizados com as AgNPs-PS e com 0 AgNOs3,
respectivamente. No geral, a susceptibilidade das larvas as nanoestruturas foi maior em
comparacao aquela observada ap6s o contato dos organismos com a solucdo aquosa do
sal metalico. Os valores de CLso das AgNPs foram de 9,936 pg/mL (24h), 1,669 pg/mL
(48h) e 0,6097 pg/mL (72h), enquanto para o AgNOs tais valores foram de 9,179
ug/mL (24h), 2,682 pg/mL (48h) e 0,9730 pg/mL (72h) (TABELA 111-5).
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Elumalai et al. (2016) obtiveram CLso de 21,23 pg/mL para a solucéo aquosa de
AgNOs a 1 mM apds exposicdo contra as larvas do mosquito Aedes aegypti.
Similarmente ao descrito em nossa pesquisa, Azarudeen et al. (2017b) encontraram
CLso de 9,2 pg/mL para as AgNPs de Merremia emarginata contra as larvas de Aedes
aegypti apos 24h, enquanto Amarasinghe et al. (2020) e Sharma, Kumar e Tripathi
(2019) relataram CLso de 1,51 pg/mL e 0,61 pg/mL apds 48h e 72h, utilizando AgNPs
sintetizadas a partir de extratos de Annona glabra (araticum-do-brejo) e Achyranthes
aspera, respectivamente.

A fim de compreender de maneira mais aprofundada o potencial larvicida das
amostras, foram calculados os valores de CLgo apds o periodo do experimento
(TABELA 111-5). As concentracdes referentes as AgNPs consistiram em 15,64 ug/mL,
3,867 pg/mL e 1,065 pg/mL, respectivamente para os intervalos de 24h, 48h e 72h. Por
sua vez, exceto no tempo de 24h onde a CLgo da solugdo aquosa do AgNOs foi inferior
(14,5 pg/mL), a exposicdo das larvas ao sal metélico resultou em concentracdes
superiores no decorrer de 48h (6,955 pg/mL) e 72h (2,457 pg/mL). No estudo de
Kumar et al. (2017), foi descrita CLgo de 12,11 pg/mL para AgNPs sintetizadas a partir
do extrato foliar de Derris trifoliata e no estudo de Parthiban et al. (2019) a CLgo das
AgNPs sintetizadas utilizando o extrato de Annona reticulata (condessa) foi 13,96
pg/mL, valendo-se ressaltar que esses valores foram muito proximos aos obtidos pelas
AgNPs sintetizadas pelos extratos foliares de Paullinia cupana apos 24h.

Em suma, as AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de guarana
controlaram efetivamente o crescimento das larvas de Aedes aegypti, sendo mais
eficazes que a solucdo aquosa do sal metalico, principalmente apds 48h e 72h de
exposicdo. E valido lembrar que utilizar uma estratégia para controlar a populagdo
desses vetores torna-se importante na reducdo da ocorréncia de diferentes doencas letais
transmitidas por eles e que podem afetar de maneira descontrolada a populagéo
mundial. Sendo assim, as AgNPs que foram sintetizadas neste estudo podem ser

potenciais candidatas a protagonistas nesta estratégia de controle bioldgico.
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Figura 111-12. Curva dose-resposta (mortalidade — %) das larvas de Aedes aegypti apds
exposicdo por 24, 48 e 72 horas a diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no
periodo seco (AgNPs-PS).
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Figura 111-13. Curva dose-resposta (mortalidade — %) das larvas de Aedes aegypti ap6s
exposicao por 24, 48 e 72 horas a solucao aquosa de nitrato de prata (AgNO3).

O extrato de folhas de Paulinia cupana ndo apresentou eficacia ao ser utilizado
como controle bioldgico para a mortalidade larval do mosquito Aedes aegypti mesmo
em concentracOes elevadas (200 a 2000 pg/mL) (dados ndo mostrados). Diferentemente
do estudo de Govindarajan (2011) que testou o efeito do extrato metandlico das folhas
de Cardiospermum halicacabum (baldozinho), planta da mesma familia botanica do
guarana, contra o crescimento das larvas desse mosquito, apresentando CLso de 156,8

pg/mL e CLgo de 300,44 pg/mL. Outros extratos de partes vegetais de plantas da familia
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Sapindaceae foram investigados quanto a acao inseticida, como por exemplo no estudo
de Silva et al. (2004) onde os resultados revelaram a presenca de taninos catéquicos e
proantocianidinas em uma fracdo metanodlica preparada a partir da casca do caule de
Magonia pubescens (tingui do cerrado) que teve CLso de 3,1 pug/mL e ClLgo de 36,6
pmg/mL quando expostas as larvas do terceiro instar. Famuyiwa, Famuyiwa e
Aladesanmi (2018) relataram que os triterpenos friedelina e a-amirina, isolados de
Blighia sapida (morentina), tiveram CLsg entre 50 e 70 pg/mL e CLgo entre 80 e 130
pg/mL apds 24h de exposicédo as larvas do quarto instar.

Adicionalmente, sdo relatadas alteracdes estruturais e morfo-histoldgicas nas
larvas de Aedes aegypti desencadeadas pela exposicdo a moléculas isoladas ou de
extratos brutos de plantas da familia Sapindaceae, mesma familia botanica da Paullinia
cupana. Entre elas, o uso de taninos catéquicos de Magonia pubescens (tingui do
cerrado) e do extrato etandlico de Sapindus saponaria (ibar6) que resultaram em efeitos
toxicos, sob diferentes graus, principalmente a nivel histol6gico em regiGes distintas do
meséntero (6rgdo digestivo de insetos mastigadores responsavel pela absorcdo de
nutrientes) das larvas, como por exemplo a ocorréncia de camadas epiteliais irregulares,
desprendimento de células da membrana basal, desestruturacdo das microvilosidades e
alta vacuolizagéo do citoplasma que, em conjunto, podem levar a um processo avancado
de lise celular. Além disso, alguns estudos relataram que as larvas apresentaram redugédo
na mobilidade e estado letdrgico de maneira dependente da dose dos extratos
empregados (Barreto et al., 2006; Valotto et al., 2010).

Com relacédo aos possiveis mecanismos de agdo das AgNPs, a atividade larvicida
observada pode ser atribuida, inicialmente, a interacdo das nanoestruturas com a matriz
lipoprotéica extracelular, causando o aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica das células das larvas (Govindarajan et al., 2016). Além disso, o ambiente
acido do intestino médio dos insetos, o potencial Zeta (geralmente negativo) e o
pequeno diametro facilitam a internalizacdo e mucoadesdo das nanoestruturas,
principalmente, por meio do exoesqueleto (Benelli, 2016; Jiang et al., 2015). No espago
intracelular desses organismos, as AgNPs se ligam em proteinas que contém enxofre ou
a compostos contendo fosforo, como o DNA, levando & desnaturacdo de organelas e
enzimas, além de reduzir a sintese de ATP e a troca i6nica, 0 que resulta em perda de
funcdo e em morte celular (Azarudeen et al., 2017a; Sap-lam et al., 2010; Sareen et al.,
2012).
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2.5.4.2. Ensaio em pupas de Aedes aegypti

Os efeitos contra as pupas do mosquito Aedes aegypti apds exposicao de AgNPs
e solucdo aquosa de AgNO3 estdo apresentados na Tabela Il1-6 e foram avaliados a
partir da determinacdo da CLso e CLgo, bem como do intervalo de confianca para cada
parametro, além dos valores de R? ajustados as curvas para cada tempo de exposicao.
Os ensaios pupicidas conduzidos neste estudo demonstram que a taxa de mortalidade ao
final dos testes foi de 100% nas maiores concentrac0es empregadas e aumentou de
forma dependente das doses para as duas amostras testadas (FIGURA 111-14 e 111-15).

De acordo com Oliveira et al. (2022), devido ao curto periodo nesse estagio de
desenvolvimento, as pupas ndo se alimentam e por isso tendem a ser menos susceptiveis
a biodisponibilidade dos agentes nocivos. No entanto, a partir dos resultados obtidos, é
possivel observar que as AgNPs foram mais ativas do que a solucdo aquosa do AgNO3
tendo em vista que os valores de CLso das nanoestruturas foram 6,885 pg/mL apos 24h
e 2,84 pg/mL decorridos 48h do ensaio, enquanto tais valores foram quase 1,5 vezes
superiores ap6s a exposi¢do dos organismos ao AgNOs (9,959 pg/mL em 24h; 4,194
pg/mL em 48h) (TABELA 111-6). Os valores de CLgo para as pupas foram também
calculados com base nas taxas de mortalidade obtidas apos 24h e 48h e alcancaram,
respectivamente, concentragdes de 11,98 pug/mL e 6,79 pug/mL para as AgNPs e 14,82
pg/mL e 11,08 pg/mL para o sal metéalico (TABELA 111-6).
Tabela I11-6. Atividade inseticida das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS) e

da solugdo aquosa de nitrato de prata (AgNOz) ap0s 24 e 48 horas de exposigdo em
pupas de Aedes aegypti.

CLso (pg/mL) CLoo (png/mL) )
Amostra  Tempo (h) (IC 95%) (1IC 95%) R
24 6,885 11,98 0,7822 (CLso)
(6,172 7,684) (10,42 -13,38)  0,7854 (CLoo)
AGNPs-PS 48 2,840 6,790 0,6393 (CLso)
(2,139-3563)  (5279-8,275)  0,6391 (CLeo)
o 9,959 14,82 0,9134 (CLso)
(9,164 - 10,70) (13,42 -16,01)  0,9194 (CLoo)
AgNOs
18 4,194 11,08 0,6240 (CLso)
(3,305-5,187) (8,614 -13,50)  0,6344 (CLeo)

CLso: concentracéo letal para 50% das pupas; CLgo: concentracdo letal para 90% das pupas; IC: intervalo

de confianca (inferior - superior); R2: coeficiente de correlagéo.
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Portanto, tais resultados apoiam informacdes relevantes sobre a capacidade das
AgNPs sintetizadas a partir do extrato de folhas de Paullinia cupana em interferir em
mais uma fase do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti e estdo de acordo com
pesquisas anteriores nas quais AgNPs biogénicas foram testadas contra pupas desse
mosquito. Murugan et al. (2015) sintetizaram nanoestruturas utilizando extratos aquosos
foliares de artemisia (Artemisia vulgaris) e, apos 24h de exposicéo, foi observada CLso
de 13,089 pg/mL, enquanto Suresh et al. (2015) sintetizaram AgNPs mediadas pelo
extrato das folhas de quebra-pedra (Phyllanthus niruri) com CLso de 13,043 pg/mL,
apos 0 mesmo periodo de exposicdo. Nalini et al. (2017) observaram atraso na pupacédo
e o desenvolvimento anormal das asas dos mosquitos Aedes aegypti adultos ap6s o

tratamento por 24h com AgNPs sintetizadas a partir do extrato de Artemisia nilagirica.
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Figura I111-14. Curva dose-resposta (mortalidade — %) das pupas de Aedes aegypti apds
exposicdo por 24 e 48 horas a diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no
periodo seco (AgNPs-PS).
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Figura 111-15. Curva dose-resposta (mortalidade — %) das pupas de Aedes aegypti apds
exposicao por 24 e 48 horas a solucéo aquosa de nitrato de prata (AgNO3).

2.5.5. Atividade catalitica

A remocdo catalitica de compostos toxicos, incluindo os corantes organicos
sintéticos, tem recebido consideravel atencdo dado o impacto que tais moléculas podem
causar ao meio ambiente. J& foi relatado que a producgdo de corantes em todo o mundo
gira em torno de 7x10° toneladas ao ano e que cerca de 10% desse volume é descartado
no ambiente como efluente de aguas residuais (Benkhaya; M’rabet; El Harfi, 2020;
Chandanshive et al., 2018). Devido sua alta estabilidade em condi¢Ges normais, além de
alta solubilidade em meios aquosos, dificultando sua eliminacdo por métodos comuns,
£sses compostos representam uma séria ameaca a vida humana e animal (Ismail et al.,
2019; Lellis et al., 2019).

Nesse estudo, foram utilizados o corante catidnico de tiazina azul de metileno
(AM) e o corante azo anibnico laranja de metila (LM) que devido as suas estruturas
quimicas complexas oferecem dificuldade em suas decomposi¢fes. Tais corantes sdo
utilizados por diversos setores, incluindo o téxtil e, ao serem liberados, podem causar
comprometimentos a nivel bioldgico, como por exemplo, o0 esgotamento do oxigénio da
superficie da agua, inibicdo do crescimento de plantas, bioacumulagdo nos solos, além
de entrada na cadeia alimentar e potencial toxicidade e carcinogenicidade (Sreckovi¢ et
al., 2023).

Adane, Adugna e Alemayehu (2021) abordaram que varias técnicas baseadas em

métodos fisico-quimicos tém sido utilizadas para o tratamento de efluentes, porém o
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alto custo, o tempo de reacdo, a geracéo de subprodutos e a baixa eficiéncia de remogéo
podem torna-las limitadas. Dessa forma, a busca por catalisadores que superem tais
desafios tém sido realizada e as particulas metalicas se destacam devido suas
propriedades intrinsecas em nanoescala. Nesta pesquisa, as AgNPs sintetizadas por rota
biogénica a partir dos extratos aquosos de folhas de Paullinia cupana coletadas em
diferentes periodos sazonais foram empregadas como alternativa para a degradacdo do
AM e LM na presenca do substrato borohidreto de sédio (NaBHa).

2.5.5.1. Azul de metileno (AM)

A eficiéncia de degradacéo catalitica causada pelas AgNPs foi investigada para a
reducdo do poluente AM em meio aquoso sob temperatura ambiente na presenca de
NaBHs. Como é mostrado na Figura Il1I-16A, o corante apresenta duas bandas de
absorcéo no espectro de UV/Vis, uma em torno de 290 nm e a outra em 664 nm, com
um ombro pronunciado em torno de 614 nm (linha preta) e essas bandas correspondem
a transicdo m—n* e n—om*, respectivamente (Joseph; Mathew, 2015; Hamedi;
Shojaosadati, 2019).

A Figura 111-16A apresenta também o espectro de UV/Vis da reacdo do corante
com o substrato (NaBHa) por um periodo de 90 minutos e como é possivel perceber ndo
ha qualquer decréscimo significativo na intensidade de absor¢cdo com o passar do
tempo, evidenciando que a degradacéo é nula. No entanto, o processo ¢ acelerado apds a
adicdo das AgNPs com o monitoramento por UV/Vis mostrando que a conclusdao da
reacdo foi confirmada por meio da diminuicdo gradual da intensidade de absorbancia
em torno de 664 nm (FIGURA 111-16B e 111-16C) e do desaparecimento da coloragédo
azul na solugdo aquosa, apds 40 minutos, independentemente do tipo de nanocatalisador
utilizado (FIGURA 111-16D). Outro fator de destaque é que a medida em que a banda
intensa em torno de 664 nm diminui, surge uma nova banda préxima de 256 nm que
pode ser atribuido & formacdo do azul de leucometileno (Raj et al., 2020; Vijayan;
Joseph; Mathew, 2019).
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Figura 111-16. (A) Espectros de UV/Vis do corante azul de metileno (AM) (linha preta)
e sua degradacdo na auséncia dos nanocatalisadores. (B) Degradacdo do corante na
presenca das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de
Paullinia cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS) e (C) periodo chuvoso
(AgNPs-PC). (D) Imagens das solucbes aquosas do AM com o substrato (a esquerda) e
das solucGes apds as reacdes com 0s nanocatalisadores (ao centro e a direita).

A porcentagem de eliminacdo do AM estd demonstrada na Figura I11-17A e
evidencia o sucesso do emprego dos nanocatalisadores metalicos ja que as AgNPs-PS
removeram 91,12% do corante e as AgNPs-PC removeram 93,52%, ap6s 40 minutos.

Além disso, a cinética quimica da redugcdo do AM na presenca das AgNPs e do NaBH4
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foi estudada utilizando os dados experimentais e aplicando os diferentes modelos
baseados nas equagbes 5, 6 e 7. A partir dos resultados obtidos, os valores do
coeficiente de regresséo linear (R2) foram aplicados para determinar o modelo cinético
mais adequado a degradacdo do poluente com a utilizacdo dos diferentes
nanocatalisadores. De acordo com o descrito no Apéndice 13A e nas Figuras I11-17B e
I11-17C, a cinética de segunda ordem foi a que melhor se ajustou a reacdo contendo as
AgNPs-PS com R? de 0,9762, enquanto a cinética de primeira ordem, com valor de R?
de 0,945, foi a indicada apés a utilizacdo das AgNPs-PC. A constante de velocidade de
reacdo (K), determinada pelos dois modelos escolhidos, apresentou taxa de 0,1218 min™
na reagdo com as AgNPs-PS e 0,0579 min para a reagdo conduzida com as AgNPs-PC,
sendo que quanto maiores esses valores, mais rapida € a degradacdo catalitica.
A
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Figura I11-17. (A) Degradagéo catalitica (%) do corante azul de metileno (AM) nos
diferentes tempos de exposi¢do aos nanocatalisadores. (B) Grafico cinético de segunda
ordem da regressdo linear do logaritmo de absorbancia versus tempo (minutos) da
degradacdo do AM na presenca das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS).
(C) Grafico cinético de primeira ordem da regresséo linear do logaritmo de absorbancia
versus tempo (minutos) da degradacdo do AM na presenca das nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no
periodo chuvoso (AgNPs-PC).
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Para efeitos comparativos, algumas pesquisas que abordaram a sintese de AgNPs

utilizando outros extratos vegetais foram compiladas e os seus resultados quanto a

eficécia catalitica na degradacao do corante AM estdo descritos na Tabela I11-7.

Tabela 111-7. Comparacdo dos resultados deste estudo com a eficiéncia catalitica de
nanoparticulas de prata (AgNPs) biogénicas em relacdo a degradacdo do corante
organico azul de metileno (AM).

Planta Temp9 de Cons:_tante de Referéncia
reacao velocidade (k)
Ficus sycomorus 12 minutos 0,156 min! Zayed et al. (2022)
(sicobmoro)
Jatropha curcas . . 4 Francis, Koshy e Mathew
(pinhdo-manso) 12 minutos 0,1145 min (2018)
Antidesma acidum 18 minutos 0,0908 min'* Basumatary et al. (2023)
Crinum asiaticum 20 minutos 0,097 min* Shukla et al. (2022)
(crino branco)
Carissa opaca 50 minutos 0,031 min* Ullah et al. (2022)
Parkia speciosa . 4 Ravichandran et al.
(petai) 180 minutos 0,0098 min (2019)
Paullinia cupana 40 minutos 0,1218 min™* Lima (2024)"
Paullinia cupana 40 minutos 0,0579 min't Lima (2024)"

“Resultado advindo da utilizacdo de AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia
cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS). “Resultado advindo da utilizagdo de AgNPs sintetizadas
a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo chuvoso (AgNPs-PC).
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2.5.5.2. Laranja de metila (LM)

A atividade catalitica das AgNPs foi testada na presenca de NaBHs frente a
reducdo do corante organico LM em meio aquoso sob temperatura ambiente. Conforme
visualizado na Figura I11-18A, o espectro de UV/Vis do corante apresenta duas bandas
caracteristicas em torno dos comprimentos de onda de 270 e 464 nm (linha preta) que
sdo atribuidos ao grupo azo (N=N) acoplado por um anel duplo de benzeno na molécula
do corante (Akilandaeaswari et al., 2021; Francis et al., 2017).

Ao analisar as curvas de absorcdo na auséncia das nanoestruturas € possivel
notar que nao ha qualquer diminuicdo da intensidade de absorbancia apds 60 minutos de
reacdo (FIGURA I111-18A). Por outro lado, como pode ser visto nas Figuras I11-18B e
I11-18C, ao incorporar 0s nanocatalisadores metélicos a mistura de reacdo é possivel
perceber um réapido decaimento da banda em 464 nm ao longo do tempo atingindo
quase a linha de base e a total degradacdo € finalizada aos 14 minutos, o que pode ser
confirmado também pelo desaparecimento da cor das solu¢des (FIGURA 111-18D). Vale
ressaltar que uma nova banda em 247 nm surge nos espectros contendo 0s
nanocatalisadores e isso acontece devido as absorcdes do grupo -NH2 provenientes das
moléculas incolores de hidrazina, do acido sulfanilico e de aminas aromaticas que sao
produtos da degradacédo catalitica do LM, indicando a remocédo do corante da solugdo
aquosa (Maruthai; Muthukumarasamy; Baskaran, 2019; Vidhu; Philip, 2014).
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Figura 111-18. (A) Espectros de UV/Vis do corante laranja de metila (LM) (linha preta) e
sua degradacdo na auséncia dos nanocatalisadores. (B) Degradacdo do corante na
presenca das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de
Paullinia cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS) e (C) periodo chuvoso
(AgNPs-PC). (D) Imagens das solugdes aquosas do LM com o substrato (a esquerda) e
das solucGes apds as reagdes com 0s nanocatalisadores (ao centro e a direita).

A porcentagem de degradacdo do corante de maneira dependente do tempo é
mostrada na Figura I11-19A e foi de 92,89% ao utilizar as AgNPs-PS e de 96,42%
empregando as AgNPs-PC ao final de 14 minutos. No que diz respeito a cinética

quimica envolvida na reducdo do LM, também foram aplicados os trés modelos de
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equacOes lineares (equacdes 5, 6 e 7) para avaliar os dados de coeficiente de regressdo
linear (R?) e constante de velocidade de reagdo (k). Com isso, conforme apresentado no
Apéndice 13B e nas Figuras I11-19B e 111-19C, foi definido que o modelo cinético que
melhor se aplica as reacGes de degradacdo do poluente LM foi o de ordem zero
independentemente do tipo de nanocatalisador empregado ja que o R? foi de 0,9176 e
0,9498 para as AgNPs-PS e AgNPs-PC, respectivamente, o que indica uma boa
correlagéo entre as curvas lineares ajustadas e os dados experimentais. Curiosamente, 0s
valores de k foram quase idénticos, apresentando taxa de 0,0945 min™ e 0,0946 min™,
confirmando a atuacéo eficiente de ambas as amostras na degradacao catalitica.
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Figura 111-19. (A) Degradacdo catalitica (%) do corante laranja de metila (LM) nos
diferentes tempos de exposi¢do aos nanocatalisadores. (B) Grafico cinético de segunda
ordem da regressdao linear do logaritmo de absorbancia versus tempo (minutos) da
degradacdo do LM na presenca das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS).
(C) Grafico cinético de primeira ordem da regressao linear do logaritmo de absorbancia
versus tempo (minutos) da degradacdo do LM na presenca das nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no
periodo chuvoso (AgNPs-PC).
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Na Tabela 111-8 estdo resumidos alguns parametros de estudos que comprovam o
desempenho catalitico de diferentes AgNPs biogénicas para degradar o LM.
Tabela 111-8. Comparacdo dos resultados deste estudo com a eficiéncia catalitica de

nanoparticulas de prata (AgNPs) biogénicas em relacdo a degradacdo do corante
organico laranja de metila (LM).

Tempo de Constante de

Planta reacio velocidade (K) Referéncia
Berberis vulgaris (uva- . - Hashemi et al.

espim) 9 minutos 0,4109 min (2022a)
Heterotheca subaxillaris 11 minutos 0,120 mint Rajasekar et al. (2022)

Anacardium occidentale 20 minutos 0,1178 min'* Edison et al. (2016)

(caju)
Simarouba glauca 40 minutos 0,055 min? Paramesh et al. (2021)
Alpinia nigra 90 minutos 0,01607 min™t Baruah et al. (2019)
Acacia catechu 30 minutos 0,01911 min* Chand et al. (2020)
Paullinia cupana 14 minutos 0,0945 min'* Lima (2024)"
Paullinia cupana 14 minutos 0,0946 min* Lima (2024)™

“Resultado advindo da utilizacdo de AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia
cupana coletadas no periodo seco (AgNPs-PS). “Resultado advindo da utilizagdo de AgNPs sintetizadas
a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas no periodo chuvoso (AgNPs-PC).

A propriedade catalitica das nanoparticulas metalicas depende do seu potencial
redox que deve estar entre o potencial redutor do NaBH4 e dos corantes, ou seja, ele
deve ser maior que o potencial redutor dos substratos e menor em relagdo ao potencial
dos poluentes, sendo que quanto maior o poder redutor dos nanocatalisadores mais
rapidamente ocorrera a reacdo (Mallick; Witcomb; Scurrell, 2006). Conforme
demonstrado nos resultados previamente descritos, mesmo sendo um forte agente
redutor, 0 NaBHa sozinho nédo é capaz de reduzir o AM e 0 LM e isso ocorre devido a
diferenga considerdvel de potencial redox entre eles, o que torna as reagdes
termodinamicamente permitidas, mas cineticamente ndo vantajosas (Gupta; Singh;
Sharma, 2011).

A reducdo catalitica promovida pela acdo das AgNPs sintetizadas utilizando
extratos aquosos das folhas de Paullinia cupana pode ser estudada com base no modelo

Langmuir-Hinshelwood (L-H) no qual os nanocatalisadores atuam por meio do efeito de



143

“retransmissdo de elétrons” (Ahmad et al., 2015; Naseem et al., 2020; Wunder et al.,
2010). Dessa forma, a degradacdo dos poluentes organicos observada no presente
estudo é baseada em um processo de transferéncia de elétrons que ocorre apos a adicéo
dos nanocatalisadores de prata a mistura reacional, com posterior adsor¢do das
moléculas de NaBH4 e do corante em sua superficie por meio de atracdo eletrostatica
que também pode ser facilitada pela presenca de alguns compostos fitoquimicos
melhorando a ligacdo entre os doadores e receptores de elétrons (Charti et al., 2021;
Jain; Bhargava; Panwar, 2014; Jiang; Liu; Sun, 2005; Ghosh et al., 2002).

A Figura I11-20 ilustra 0 mecanismo proposto para a reacdo quimica de reducéo
dos poluentes pelas AgNPs. Em uma primeira etapa do processo, o0 substrato é
dissociado e 0 BH4™ produzido age como doador de elétrons (nucleéfilo) formando uma
camada de elétrons com cargas negativas ao redor das AgNPs (1). Na segunda etapa, as
AgNPs agem como mediadoras no compartilhamento de elétrons que sdo transferidos
para as moléculas do corante que atuam como receptores de elétrons (eletr6filo) e entdo
ocorrem modificacBes nas estruturas quimicas dos poluentes, como a quebra das
ligacGes azo ou alteracBes nas aminas (1) (Bastls et al., 2014; Fairuzi et al., 2018;
Vandarkuzhali et al., 2018). Por fim, os produtos de reducdo formados sdo estaveis, nao
toxicos e ao serem dessorvidos da superficie das AgNPs difundem para a solucéo que
adquire coloracéo incolor (I11) (Kumar et al., 2022; Seku et al., 2022).

Outro fator de destaque a ser analisado é que em rea¢6es onde a concentracao do
NaBHjs é utilizada em excesso em relacdo a concentragdo dos corantes pode-se presumir
que as taxas referentes a velocidade de degradacdo catalitica sdo independentes da
concentracdo do substrato, mas dependentes da concentracdo dos poluentes (Yuan et al.,
2017). A taxa acelerada de reducdo do AM e do LM na presenca das AgNPs pode ainda
ser atribuida ao pequeno didmetro dessas nanoestruturas e consequentemente a sua
grande area de superficie que oferece mais sitios ativos para que as reacdes de
degradacéo catalitica ocorram, além da diminuicdo da energia de ativacdo necessaria
para desencadear 0os mecanismos de transferéncia de elétrons (Bindhu; Umadevi, 2015;
Junejo; Safdar, 2019; Zhang; Li; Chen, 2009).
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Figura 111-20. Mecanismo proposto para a degradacdo catalitica de diferentes corantes
na presenca do substrato borohidreto de s6dio (NaBH4) e das nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas a partir do extrato aquoso de folhas de Paullinia cupana coletadas
no periodo seco e chuvoso. (I) Etapa de doagdo de elétrons (e)) do BH4 para a
superficie das AgNPs. (II) Transferéncia de elétrons para os corantes, causando
modificacfes na estrutura quimica dos poluentes. (I11) Formacdo dos produtos de
degradacdo com coloracdo incolor.
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3. CONCLUSAO

Diante das condicdes otimizadas, foram sintetizadas AgNPs a partir da utilizacéo
do extrato foliar de Paullinia cupana independente da época de coleta do material
vegetal, sendo observado um maior potencial redutor do extrato das folhas do periodo
chuvoso. A sintese das AgNPs em diferentes lotes ocasionou variacdo nas bandas de
méaxima absorc¢do, assim como em suas intensidades relativas, indicando propriedades
dimensionais, morfoldgicas e fisico-quimicas diferentes. Por sua vez, a avaliacdo da
estabilidade coloidal apds 365 dias sob armazenamento em condicdes distintas
demonstrou que, exceto nos dados referentes ao DH, houveram diferencas
estatisticamente significativas no Pdl e, principalmente, nos valores de PtZ.

Em relagdo as bioatividades, as AgNPs mostraram efeito toxico similar as
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas em concentra¢fes variando de 10,60 pg/mL
a 42,50 pg/mL enquanto os extratos aquosos ndo apresentaram qualquer efeito. Da
mesma forma, as AgNPs demonstraram elevada atividade antioxidante, destacando-se
as AgNPs-PC com ICsg de 36,93 pg/mL frente ao radical livie DPPH e AgNPs-PS com
ICso de 54,20 pug/mL diante do radical livre ABTS. Nesse ensaio, 0 EPC apresentou 1Cso
de 229,7 pg/mL quando testado contra o DPPH e ambos 0s extratos promoveram
eliminacdo similar do radical ABTS dentro da faixa de concentragGes-teste.

No geral, os efeitos citotdxicos das AgNPs ndo variaram quando comparadas as
épocas de coleta das folhas de Paullinia cupana. Tais efeitos foram mais expressivos
contra as linhagens ndo cancerosas HaCaT (ICso em torno de 3,9 pg/mL) e HNTMC
(ICso entre 4 e 4,231 pg/mL), em relacdo as células cancerosas A431 e A549 onde 0s
valores de ICso ficaram entre 5,436 e 5,851 pg/mL. Por sua vez, o EPS e o EPC
exerceram efeito de maneira nao dependente da sazonalidade ou do tipo celular ja que,
em alguns casos, inibiram a viabilidade quando utilizados nas concentracdes testadas,
enguanto em outros casos promoveram a proliferacdo celular, o que pode estar
relacionado as biomoléculas vegetais que compdem o0s extratos e que servem de fonte
de energia para as células sob condigdes in vitro.

A atividade inseticida das AgNPs, contra larvas e pupas de Aedes aegypti,
revelou taxas de mortalidade superiores aquelas observadas pela solucdo de AgNOs,
enquanto nenhuma acao toxica foi observada apds exposicdo dos organismos ao extrato
aquoso foliar de Paullinia cupana. No teste larval, os valores de CLso e ClLgo das

AgNPs foram de 0,6097 pg/mL e 1,065 pg/mL apds 72h de exposi¢do e no ensaio
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pupicida, apos 48h, a CLs foi de 2,840 pg/mL e a CLgo foi de 6,790 pg/mL.

Os estudos cataliticos realizados mostraram que as nanoestruturas sintetizadas
foram responsivas a reducdo dos corantes organicos, promovendo a alteracdo de cor das
misturas reacionais e causando mais de 90% de degradacéo catalitica apds os tempos de
exposicdo. A utilizacdo das AgNPs como nanocatalisadores foi confirmada pelas
constantes de taxa de reacdo e pelos valores de coeficiente de correlagdo advindos das
equacdes aplicadas para cada modelo cinético proposto, evidenciando a possibilidade de

incremento nas suas aplicacdes biomeédicas e ambientais.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

A partir dos resultados apresentados nessa tese fica demonstrado que Paullinia
cupana, uma planta nativa da biodiversidade brasileira e reconhecida por suas diversas
propriedades terapéuticas, alem da importancia econémica e social, tem potencial de
utilizacdo em nanotecnologia verde para a sintese de AgNPs.

A prospec¢do dos extratos aquosos de foliolos e flores de guarand mostrou-se
eficiente na biorreducdo dos ions metalicos e posterior sintese das AgNPs,
independentemente do método de preparacdo dos extratos e do periodo sazonal de
coleta do material botanico vegetal. A investigacdo do perfil fitoquimico dos extratos
aquosos demonstrou que o emprego de temperatura durante a extracdo das biomoléculas
favoreceu a elucidacdo dos compostos bioldgicos, contribuindo também para 0 aumento
da capacidade antioxidante. Adicionalmente, foram observadas diferencas no
rendimento da sintese das AgNPs evidenciando que utilizar o método de decoccao
resulta em nanoestruturas com caracteristicas espectrais, fisico-quimicas, morfologicas,
estruturais e antibacterianas promissoras.

A otimizacdo dos parametros envolvidos na sintese verde das AgNPs utilizando
extratos de folhas de guarand mostrou que apenas pela variagdo das condicdes
reacionais € possivel alterar a coloracdo das suspensdes coloidais e modular os
diametros hidrodindmicos e indices de polidispersividade ao modificar a concentracao
do sal metalico e o equipamento/fonte de energia utilizados no momento da sintese. A
triagem inicial nas condi¢bes propostas nesse estudo indicou a auséncia de modulagédo
nas caracteristicas de potencial Zeta das nanoestruturas, independente do parametro
avaliado, mas foi considerada satisfatoria devido sintetizar AgNPs com elevados valores
de cargas de superficie, em médulo, sugerindo estabilidade e potenciais bioatividades.

Os resultados revelaram ainda que as AgNPs sintetizadas sob condicdes
otimizadas utilizando o extrato aquoso de folhas de guarané coletadas no periodo seco e
chuvoso apresentaram estabilidade prolongada em diferentes condigbes de
armazenamento, além de morfologias variadas. As AgNPs mostraram atividades, no
minimo, bacteriostaticas contra as diversas cepas avaliadas, diferentemente dos seus
respectivos extratos aquosos. As AgNPs e os extratos aquosos promoveram efeitos
antioxidantes expressivos na eliminag&o dos radicais livres DPPH e ABTS. A atividade
citotoxica das AgNPs exibiu eficacia dose-dependente e ndo especifica, principalmente

contra linhagens ndo cancerosas (HaCaT e HNTMC), enquanto os extratos aquosos
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demonstraram maior acdo citotoxica as células cancerosas (A431 e Ab549). Foi
evidenciado acentuado potencial inseticida, a partir da determinacdo dos valores de
CLso e Cloo, causado pelas AgNPs ap0Os exposicdo as larvas e as pupas de Aedes
aegypti. Alem disso, nos ensaios cataliticos, as AgNPs mostraram excelente atividade
na reducdo dos corantes organicos azul de metileno e laranja de metila, com curtos
tempos para a completa degradacao dos poluentes a temperatura ambiente.

Por fim, considera-se que esse trabalho ampliou o conhecimento quanto a sintese
verde de AgNPs biogénicas, permitindo suportar ideias para a continuagdo de pesquisas
relacionadas aos diversos temas propostos. Como um dos principais motivos que
nortearam toda essa pesquisa, destaca-se 0 pensamento critico sobre a importancia do
uso sustentavel dos recursos da biodiversidade a fim de garantir a sua manutencgdo e

preservacdo para a atual e para as futuras geragoes.
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Apéndice 2. Exsicata da planta de guarana com as folhas,’flores e frutos. o
Em destaque, as informacdes boténicas da planta, nimero de tombo, localizacdo

geografica e caracteristicas do local de coleta.

Hsm Herbario HSTM - Univ. Federal do Oeste do Para

HSTM 14711
SAPINDACEAE
Paullinia cupana Kunth

Brasil, Amazonas, Maués. Sitio Putitanga. Arvore localizada proximo  ao
barracdo de beneficlamento do guarana no Sitio Putitanga, Estrada Maués
Miri km 4, Maués-AM. 3°227" S, 57°41'27" W.

O cullivo co guarana acontace em area de solo preparado em consércio com
outras culturas, no caso, abacaxi

Area de cultivo a pleno sol. Coleta de frutos imaturos (verdes) e em processo
de maturaczo (vermolho) e flores abertas e em formacao D1-1X-2021

HS8TM014711

Almeida, Lais Bentes de, 1 I
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Apéndice 3. Espectros de massas e vias de fragmentacdo propostas para 0S compostos
obtidos pelo modo positivo de ionizacao e identificados nos extratos aquosos de foliolos
e flores de Paullinia cupana.
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Apéndice 4. Espectros de massas e vias de fragmentacdo propostas para 0S compostos
obtidos pelo modo negativo de ionizacdo e identificados nos extratos aquosos de
foliolos e flores de Paullinia cupana.
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Apéndice 5. Curva padrdo de acido galico (AG) nas concentraces de 0 a 10 pg/mL
versus as absorbancias lidas a 760 nm para quantificagcdo de fenais totais.
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Apéndice 6. Curva padrdo de acido galico (AG) nas concentracdes de 0 a 2 pg/mL

versus as absorbéancias li
frente ao radical DPPH.
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Apéndice 7. Curva padrdo de &cido galico (AG) nas concentracdes de 0 a 2 pg/mL

versus as absorbancias li
frente ao radical ABTS.
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Apéndice 8. Registro visual das suspensdes de AgNPs sintetizadas com extratos
aquosos dos foliolos de Paullinia cupana coletados no periodo seco (PS) ap6s 180
minutos de reacdo pelas trés formas de preparacao do extrato.

Da esquerda para a direita em cada conjunto de imagens os métodos de preparacdo sao
agitacdo (A), decoccdo (D) e infusdo (I), respectivamente. (A) AgNPs do foliolo 1 (F1); (B)
AgNPs do foliolo 2 (F2); (C) AgNPs do foliolo 3 (F3); (D) AgNPs do foliolo 4 (F4); (E) AgNPs do

foliolo 5 (F5).
C
E .

Apéndice 9. Registro visual das suspensfes de AgNPs sintetizadas com extratos
aquosos das flores de Paullinia cupana coletadas no periodo seco (PS) apds 180
minutos de reacdo pelas trés formas de preparacdo do extrato. (A) AgNPs sintetizadas
pelo extrato aquoso da flor preparado por agitacdo; (B) AgNPs sintetizadas pelo extrato
da flor preparado por decoccdo; (C) AgNPs sintetizadas pelo extrato da flor preparado

por infusdo.
A B C

A
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Apéndice 10. Registro visual das suspenstes de AgNPs sintetizadas com extratos
aquosos dos foliolos de Paullinia cupana coletados no periodo chuvoso (PC) ap6s 180
minutos de reacdo pelas trés formas de preparacao do extrato.

Da esquerda para a direita em cada conjunto de imagens os métodos de preparacdo sao
agitacdo (A), decoccdo (D) e infusdo (I), respectivamente. (A) AgNPs do foliolo 1 (F1); (B)
AgNPs do foliolo 2 (F2); (C) AgNPs do foliolo 3 (F3); (D) AgNPs do foliolo 4 (F4); (E) AgNPs do
foliolo 5 (F5).

A B C
l). E.
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Apéndice 11. Histogramas de distribuicdo e graficos 3D da concentracdo/intensidade
versus didmetro hidrodindmico das AgNPs sintetizadas por foliolos e flores de Paullinia
cupana coletados no periodo seco (PS) e chuvoso (PC) preparados por decoc¢do obtidos
por Anélise de Rastreamento de Nanoparticulas (ARN). (A) AgNPs-D-PS; (B) AgNPs-
FL; (C) AgNPs-D-PC.
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Apéndice 12. Histogramas de distribuicdo e graficos 3D da concentracao/intensidade
versus diametro hidrodindmico das AgNPs-PS (A) e AgNPs-PC (B) obtidos por Anélise
de Rastreamento de Nanoparticulas (ARN) apds a etapa de otimizacéo.
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Apéndice 13. Diferentes modelos de equacbes lineares e seus respectivos valores de
coeficiente de regressdo linear (R?) e constantes de velocidade (k) para os poluentes azul
de metileno (AM) (A) e laranja de metila (LM) (B) ap0s tratamento com as AgNPs.

A)
Modelo cinético Equacdo Amostra R? k (min-1)
AgNPs-PS 0,6540 0,0372
Ordem zero Ao-At = kt
AgNPs-PC 06573  0,0371
AgNPs-PS 0,9226 0,0558
12 ordem In (AdAo) = — kt
AgNPs-PC 09450  0,0579
AgNPs-PS 0,9762 0,1218
22 ordem (/A1) — (1/A0) = kt
AgNPs-PC 0,8811 0,1411
B)
Modelo cinético Equacéo Amostra R? k (mint)
AgNPs-PS 09176  0,0945
Ordem zero Ao-A: = kt
AgNPs-PC 0,9498 0,0946
AgNPs-PS 0,8559 0,2089
12 ordem In (A/Ao) =— kt
AgNPs-PC 0,8270 0,2248
AgNPs-PS 0,7922 0,7274
22 ordem (L/AY) — (1/A0) = kt

AgNPs-PC 0,5742 1,1096




