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RESUMO

A pesquisa envolvendo a sintese verde para a formacdo de nanoparticulas metélicas vem
se destacando na area nanotecnoldgica por seguir uma rota diferente da convencional
cujas substancias utilizadas se tornam responsaveis por apresentar potenciais riscos ao
meio ambiente e a sistemas bioldgicos. Desta forma, procedimentos que utilizam
compostos fitoquimicos se mostram como alternativas eficientes de formacdo de
nanoparticulas metdlicas através da utilizacdo de extratos vegetais. O acai, tipico da
regido amazonica, possui substancias que apresentam potencialidade na mediacdo de
formacdo de sistemas nanoparticulados, deste modo, este trabalho tem como objetivo
investigar a producdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) mediada por acai e sua
eficiéncia microbiocida. As sinteses das AgNPs foram realizadas em trés condi¢cOes
distintas de concentracdo de extrato, com procedimentos em temperatura ambiente e
elevadas, avaliando parametros de velocidade de reacdo, estabilidade das AgNPs
formadas e concentracdo do extrato. As nanoparticulas produzidas em temperatura
ambiente foram submetidas a testes antimicrobianos, apresentando resultados eficientes
contra a espécie Staphylococcus aureus, comprovando seu efeito microbiocida
especialmente frente a bactérias Gram-positivas.

Palavras-chave: Nanoparticula. Quimica Verde. Ensaios antimicrobianos.

1. INTRODUCAO

Diante da integracdo entre ciéncia e tecnologia, a nanotecnologia proporciona a
geracao de novos produtos que melhoram a qualidade de vida dos seres humanos. As
pesquisas que envolvem essa area buscam manipular estruturas em nanoescala, por
exemplo, para minimizag&o de impactos que diversos materiais causam ao meio ambiente
(DISNER; CESTARI, 2016). Os investimentos acerca da nanociéncia abrangem todas as
areas de conhecimento, resultando na producdo de materiais que apresentam
propriedades novas e/ou intensificadas em comparacdo aos sistemas micro e
macroparticulados e, por consequéncia, sdo empregados em diferentes areas, como a
microbiologia, catdlise, eletrbnica e ciéncias biomédicas. Na escala nanométrica,1-100nm,
sdo observadas propriedades, como por exemplo, tolerancia a temperatura, variedade de

cores, alteracdo da reatividade quimica, e algumas nanoparticulas de prata e ouro exibem
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propriedades antibacterianas interessantes, sendo amplamente investigada sua eficacia
bactericida (FERREIRA; VARELA, 2009)

Atualmente investiga-se a possibilidade de utilizar rotas sintéticas alternativas
para a producdo de nanoparticulas metalicas em detrimento as rotas quimicas usuais
(THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010). Em busca de processos favoraveis ao meio
ambiente e de aplicagdes em sistemas biolégicos, conceitos da Quimica Verde sé&o
empregados em nanotecnologia, propiciando vantagens em relacdo aos métodos fisicos e
guimicos que empregam compostos potencialmente nocivos para a sintetizacdo de
nanoparticulas metélicas (RAFIQUE et al., 2017). O uso de extratos vegetais na producao
de nanoparticulas de prata (AgNPs) tem um impacto muito significativo sobre a viabilidade
ambiental e econbmica, além de propiciar aplicagcdes que ndo sdo possiveis ao se utilizar
precursores potencialmente toxicos (BEYENE et al., 2017).

Na regido amazbnica ha uma grande biodiversidade de plantas e frutas que
possuem caracteristicas favoraveis a sintese de nanoparticulas metalicas, como o acai
(Euterpe oleracea), um fruto amplamente utilizado no ramo alimenticio. O acai tem
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, devido a sua composicdo quimica,
principalmente por conter substancias bioativas, tais como polifenéis e entre eles
destacam-se os flavonoides, tendo como principal representante dessa classe as
antocianinas, com acentuado carater antioxidantes. Tais substancias podem atuar como
agentes estabilizantes e redutores de ions prata em solugcdo, produzindo dispersdes
coloidais de nanoparticulas. Ha quantidade significativa de estudos relacionados aos
valores nutricionais do acai em aplicacbes cosméticas, farmacéuticas e alimenticias
(YAMAGUCHI et al., 2015), no entanto, quase nao se encontra trabalhos relacionados a
aplicacdes tecnologicas e desse modo, esse trabalho busca difundir conhecimento
tecnoldgico e agregar valor a essa matéria-prima através da obtencdo de nanoparticulas
de prata auxiliada por extratos aquosos de acai, juntamente com investigacdo do
potencial microbiocida das AgNPs produzidas. O presente trabalho visa a obtencé&o
nanoparticulas de prata através da sintese mediada por extratos de acai em diferentes
condigdes de sintese e a verificagdo da atividade microbiocida dos coloides metalicos

preparados.

2. METODOLOGIA
MATERIAIS
Acai do comercio Casa do Acai, Itacoatiara-AM.; Agar Mueller Hinton Kasvi;

Agitador Magnético SPLabor; Autoclave; Balanca Analitica Shimadzu AUY220; Barra
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magnética; Béqueres de 25, 50 e 100 mL; Centrifuga Centrobio; Espectrofotémetro Visivel
Digital Microprocessador Quimis ISO 8001; Espectrofotdbmetro Visivel SP-22 Biospectro;
Estufa - Nova Etica; Microrganismos: Salmonella spp.; Escherichia coli; Staphylococcus
aureus; Nitrato de prata Laderquimica; Placas de Petri estéreis de poliestireno; Pipeta

graduada de 2 mL, 5 mL; Pipeta volumétrica de 50 mL; Tubos de ensaio.

METODOS

Os extratos de acai foram obtidos através do despolpamento manual das frutas
adquiridas no municipio de Itacoatiara-AM. O procedimento de higienizacéo dos frutos de
acai que antecede a etapa de despolpamento consistiu na lavagem em agua corrente e
imersdo do fruto em uma solucéo de hipoclorito de sodio (2,5% m/m) durante 15 min. Os
frutos de acai foram lavados para remocdao do cloro, em seguida iniciou-se o processo de
maceracado do acai em agua morna por 30 min, obtendo o extrato concentrado do fruto.
Posteriormente realizou-se a centrifugacdo do extrato para remocao de solidos presentes,
e entdo o extrato foi acondicionado em um recipiente e disposto no freezer.

Os extratos de acai usados na mediacdo da formacdo das AgNPs foram
preparados com auxilio das leituras obtidas por espectrofotdmetro. Atraves de processos
de diluic&o foi monitorada a banda de maximo de absor¢cédo entre 200 e 285 nm (HUBER;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008) de forma que a solucéo produzida tenha sempre inicialmente
absorbancia igual ou proxima de 1,0 u.a. Na sequéncia, a solucdo de nitrato de prata
(AgNO3) 0.1x102 mol/L foi preparada, acondicionada em béqueres revertidos com papel
aluminio para minimizar a foto-ativacdo do AgNOs com a luz (AZIZI et al., 2017) e entéo
quantidades de extrato de acai nas propor¢cdes 1:1 ( 2,5 mL de extrato + 2,5 mL de H20
destilada), 1:2 (1,4 mL de extrato + 3,6 mL de H20 destilada) e 1:4 (1 mL de extrato + 4
mL de H20 destilada) foram adicionadas na solugao, sob agitagdo constante por 24h e
temperatura ambiente. Os testes usaram 5 mL de extrato de acai e 50 mL de solucédo de
nitrato de prata, de modo a totalizar sempre um volume de mistura de 55 mL.
Posteriormente, realizou-se um procedimento de monitoramento de sintese de
nanoparticulas de prata para a condicdo 1:1, em temperaturas de 40 °C e 50 °C pelo
periodo de 7 dias.

A evolugcdo na producdo das AgNPs foi acompanhada pela técnica da
espectroscopia eletrénica no UV-vis, através do monitoramento da banda associada a
ressonancia de plasmon de superficie, localizada em 440 nm (PRATHNA et al., 2011).

Apos o inicio do contato entre as solucdes, foram retiradas aliquotas de 5 em 5 minutos
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nos primeiros 30 min, apos cada meia hora para acompanhamento na evolugdo da reacéo
por um periodo de 4 h, posteriormente em 12 h, 24 h, 36 h, 48 h e 7 dias.

Para os testes antimicrobianos foram utilizados trés microrganismos distintos,
Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O procedimento ocorreu em
quatro etapas: Na primeira etapa houve o preparado do meio de cultura nas propor¢cdes
de 36 g de agar para 1 L de agua destilada, em seguida o meio foi disseminado em placas
de Petri estéreis e acondicionado na estufa a 37 °C. Na segunda etapa houve o
procedimento denominado de repique das bactérias, no qual estas foram adicionadas em
placas de Petri de forma estriada para o crescimento isolado, cultivadas e incubadas por
um periodo de 24 h em temperatura de 37 °C na estufa. Na terceira etapa verteram-se as
bactérias no meio de cultura, no qual a solugdo contendo-as apresentou absorbancia de
0,03. Na ultima etapa foram introduzidas em sequéncia aliquotas das AgNPs (1:1, 1:2 e
1:4 a temperatura ambiente) produzidas no tempo de 24 h, do extrato de acai e da
solucédo de nitrato de prata nas placas de Petri, para serem incubadas a 37 °C por 24 h;

0s experimentos foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o auxilio do espectrofotdmetro foram realizadas leituras no espectro UV-vis
de amostras do extrato de acai e do teste inicial de sintese das nanoparticulas de prata
(5mL de extrato + 50 mL de AgNOz3). Os dados obtidos no procedimento foram dispostos
na Figura 1 para serem analisados, permitindo a determinacdo de um comprimento de
onda na faixa de 440 nm no qual novos testes foram realizados. Os polifendis presentes
no acai sdo identificados em uma faixa condizente aos picos dispostos na Figura 1,
particularmente os flavonoides das classes flavonas, flavonéis e flavanonas que possuem
uma intensa absor¢do na faixa de 240 e 285 nm (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008;
CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018). E explicita a dificuldade em visualizar a banda
associada a formacdo de nanoparticulas de prata pela técnica de espectroscopia
eletrénica no UV-vis que é identificada proximo a 440 nm (PRATHNA et al., 2011). Este
comportamento pode ser justificado devido a baixos niveis de formacdo de nanoparticulas
no meio reacional em tempos de reagao baixos.

Os dados obtidos nas novas condi¢cdes de extrato (1:1, 1:2 e 1:4) com a finalidade
de se observar fatores como velocidade de reacdo e estabilizacdo na sintese das
nanoparticulas, foram apresentados na Figura 2. Com o progresso da reacdo € notavel

um crescimento nos valores de absorbancia nas diferentes condigcdes em relagcdo ao
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tempo, este aumento pode ser relacionado com a quantidade de espécies absorventes
(nanoparticulas) no sistema, e, portanto havendo uma mudanca de coloragcédo (KOUVARIS
et al., 2012). As nanoparticulas de prata apresentam uma coloracdo marrom amarelada
caracteristica, devido as excitacbes de vibracdes dos plasmons de superficie (SONG;
KIM, 2009), podendo ser observado na Figura 3. Nas dimensfes nanométricas, a nuvem
de elétrons oscila em sua superficie e absorvem radiacdo eletromagnética a uma
determinada energia, essa ressonancia é denominada como ressonancia de plasmons,

uma consequéncia do seu pequeno tamanho (SMITHA et al., 2008).

Figura 1 - Espectro UV-vis do extrato de agai 1:1 Figura 2 - Absorbancia em 440 nm em fun¢éo do
(azul) e das AgNPs produzidas (1:1) (vermelho). tempo do meio reacional a Tambiente.
1,2 0,8
1 0,7
8 506 \
20,8 205
204
g o
Q0,6 z03
) <02
o] 0,4 0,1
012 OO WVMOWMODO0ODO0OD0DOQ0QO0OQOO0 0000 00Q
SoNNmea g TEOIIRSINIEgS
0 - N 3
ONnN O 1N O N O N O WmWOo wn O wmCc Tempo (min)
AN O OO M OVW O MMNOS N A<
SN ANANODND T TN NN OO e
Comp rimentode onda (nm) =—Nanoparticula de prata 1:1 =—=Nanoparticula de prata 1:2
== Extrato de acai ==== Nanoparticulas de prata Nanoparticula de prata 1:4

Apos diferentes periodos de tempo foi observado que o comportamento do meio

reacional apresentou alteracfes, como a alteracdo de coloracdo na solugcdo de
nanoparticula de prata, podendo ser verificado na condicéo 1:1 (Figura 3).
Na Figura 2 é observado um declinio/estabilizagdo na absorbancia registrada no tempo de
2 dias (2880 min), sendo que esse fendbmeno pode estar relacionado a diminuicdo da
concentracdo dos componentes do extrato que reduzem os ions prata e auxiliam na
formacdo e concentracdo das nanoparticulas, acarretando na coalescéncia destas.

As reagbes que ocorrem em temperatura ambiente expdem o0 mesmo
comportamento até 4h de analise, observando que somente ap0s esse periodo aumenta-
se a absorbancia dos coloides que estdo em producédo. A quantidade de extrato que cada
condicdo apresenta influéncia no maximo de absorbancia detectado, de modo que a
condicdo de maior concentracdo atinge o maximo de absorbancia em menor tempo, este
comportamento pode ser visualizado na Figura 2. A reducdo dos ions Ag® no meio
reacional ndo acontece instantaneamente, do mesmo modo, a estabilizacdo das

nanoparticulas formadas requer um tempo minimo. Portanto, se for acelerada a reducéao
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dos ions Ag*, as AgNPs formadas estardo revestidas parcialmente pelas biomoléculas do
extrato que auxiliardo na estabilizacdo dos coloides e consequentemente havera a sua
precipitacdo, acarretando na reducdo na absorbancia no extrato 1:1 em intervalos

reduzidos de tempo.

Figura 3 - Coloide de nanoparticula de prata na condicédo de extrato 1:1 (a) 5 minutos de reacéo, (b) 4h de

reacao e (c) 24h de reacao e (d) 48h de reacao.

(a) | m © | (d)

Fonte: a Autora, 2019.

Para as AgNPs produzidas com extrato vegetal na propor¢cdo 1:1, apos 7 dias
(10080 min) os valores de absorbéncia apresentaram um aumento expressivo frente a
medicdo de 2880 min, sendo que esse fendbmeno pode estar ligado a presenca de
microparticulas precipitadas que foram ressuspensas no momento da medicao,
acarretando em um bloqueio/espalhamento do feixe luminoso e acaba sendo interpretado
pelo equipamento como um aumento na absorbancia.

Outro parametro que pode influénciar a velocidade de formac&do das AgNPs é a
variacdo de temperatura. Essa variavel pode atuar de duas maneiras antagbnicas: a
primeira € aumentando a energia cinética dos reagentes, e logo, pode-se aumentar a
velocidade da reacdo (NATSUKI; HASHIMOTO, 2015) e a segunda afeta de modo
desfavoravel, acarretando na degradacdo das biomoléculas, como as antocianias
presentes no extrato vegetal (SPRENGER et al., 2016). Adicionalmente, o processo de
degradacdo do extrato pode ocorrer por outros fatores, como luz, a exposicdo a
ambientes oxidantes (contato com ar atmosférico) e contato com microrganismos
(BIESAGA, 2011). O efeito da degradacéo pode ser visualizado na condicao de sintese de
nanoparticulas 1:1 a temperatura de 50 °C como pode ser observado na Figura 4, sendo
a condicdo 1:1 escolhida por apresentar primeiro o maximo de absorbancia em
comparacdo as outras condicbes em temperatura ambiente, havendo uma maior
quantidade de nanoparticulas formadas. Nas condi¢cfes de sintese estudadas, utilizando o
extrato de acai, observa-se um aumento pouco expressivo na absorbancia do coloide

metalico produzido, indicando uma diminui¢do na velocidade de reacao para producao
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das AgNPs. O processo de sintese das nanoparticulas quando conduzidas em
temperaturas elevadas promovem alteragcdes que podem estar ligadas a mudancas no
perfil fendlico (PAEPE et al., 2014) e/ou de outras biomoléculas capazes de atuar como
agentes redutores na reacao de transformacéo da prata catinica.

A producédo de nanoparticulas metélicas a temperatura de 40 °C ocorreu de forma
mais acelerada, notando-se alteracdes da coloragdo para um tom amarronzado intenso
em menor tempo, além de ndo apresentar precipitacdo de soélidos apés 24 h de
monitoramento quando comparada a sintese em temperatura ambiente. Na Figura 4 é
observado um expressivo aumento nos valores de absorbancia na condi¢cédo 1:1 em 40 °C,
sem variacdes significativas destes valores no periodo de 8 h (480 min) de analise. A
velocidade de reduc&o dos ions Ag* em AgP® parece néo ser influenciada pelo aumento de
temperatura, no entanto auxilia na etapa de estabilizacdo das AgNPs com as
biomoléculas do extrato, formando coloides mais estaveis e que nao coalescem no

intervalo de tempo investigado.

Figura 4 - Evolucéo da absorbancia em 440 nm em funcdo do tempo para a sintese das nanoparticulas de

prata em diferentes valores de temperatura com o extrato de acai na condigdo 1:1.
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A etapa seguinte aos testes de temperatura consistiu em avaliar a capacidade
antimicrobiana das nanoparticulas sintetizadas em temperatura ambiente, com as
bactérias Salmonella spp.; Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Na Figura 5 €
apresentado o resultado antimicrobiano para a bactéria S.aureus, sendo esta uma
bactéria Gram-positiva.

Existem fatores que afetam a atividade antibacteriana das nanoparticulas, como
por exemplo, o tipo de bactéria empregada no estudo, existindo diferenca de
susceptibilidade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas a compostos devido as

estruturas de parede celular serem distintas. As bactérias Gram-positivas Sdo menos
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susceptiveis em relacdo aos agentes antibacterianos de prata do que as Gram-negativas,
por conter uma camada de peptidoglicano mais espessa, essa parede bacteriana é
projetada para fornecer forga, rigidez e proteger a célula de mecanismos que possam
danifica-la (DAKAL et al., 2016). O peptidoglicano € um polimero composto por agucares
e aminoacidos que atua contra agentes bacterianos, tais como antibiéticos. As AgNPs
podem atacar a membrana bacteriana, de forma que os ions Ag® produzidos pelas
nanoparticulas interagem com a camada de peptidoglicano induzindo a fragmentacédo das
células bacterianas (YUN et al., 2013).

Figura 5 - Teste antimicrobiano para S.aureus - A) Extrato de agai; F) Nanoparticula em condicéo 1:1; G)

Nanoparticula em condicdo 1:2; H) Nanoparticula em condicao 1:4; I) Controle negativo.

SORAN G

Fonte: a Autora, 2019.

Os testes realizados com o extrato de acai demonstraram maior eficacia em
relacdo ao halo de inibicdo para S.aureus, no qual compostos bioativos como polifendis e
antocianinas podem atuar tanto como agentes antioxidantes ou espécies antimicrobianas
(SPRENGER et al., 2016). E notavel na Figura 5 que o maior halo de inibicdo se
caracteriza pela AgNPs produzida na condigcdo 1:1 representado pela letra F, devido a
maior concentracao de extrato, e também por apresentar uma maior quantidade de prata
nanoparticulada, como revelaram os ensaios de absorbéancia para o tempo de 1440 min.
Com ha redugcdo na quantidade do extrato disponivel para reduzir o cation prata
(condigdes 1:2 e 1:4), formou-se uma menor quantidade de AgNPs e esses halos de
inibicdo foram significativamente menores que na condicdo de extrato 1:1. Para os testes
foi utilizado o nitrato de prata 0,1x103 mol/L como controle negativo, no qual essa solugc&o
demostrou uma leve efeito inibitério no crescimento das bactérias, sendo que a conversao
do céation Ag® em AgNPs potencializou seu efeito microbiocida, possivelmente associado a
maior capacidade que as AgNPs tém de induzir a formacdo de espécies reativas de

oxigénio nesses microrganismos (KEDZIORA et al., 2018). Os testes antibacterianos para
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Salmonella spp. e E. coli. apresentaram um resultado pouco expressivo em comparagao
com a bactéria S. aureus, podendo ser associado ao método utilizado ou as caracteristica

da parede celular mencionadas anteriormente.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do conhecimento das substancias antioxidantes que estado presentes no
acai (Euterpe oleracea) pode-se compreender a viabilidade da producdo das
nanoparticulas metalicas. Diante dos testes realizados, os coloides de nanoparticulas
obtidos mediados pelo extrato de acai exibiram potencial antimicrobiano interessante,
principalmente para o microrganismo Staphylococcus aureus, de modo que € notavel uma
maior eficiéncia quando se utilizada extratos em concentracdes menores. Observou-se
também que a temperatura afeta as caracteristicas das nanoparticulas produzidas, de
modo que sistemas mais estaveis foram produzidos com um leve aumento nesse
parametro. Dessa forma, sugere-se que novos estudos possam ser realizados,
principalmente relacionados com a averiguagdo da atividade microbiocida das

nanoparticulas de prata produzidas em condi¢cfes de temperatura distintas.
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