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RESUMO

Pesquisas na area de nanotecnologia que envolvem a preparacdo de nanoparticulas
metalicas por métodos alternativos vem sendo difundidas pela abordagem da Quimica
Verde, e, em vista das diversas problematicas que permeiam os métodos convencionais,
novas mediagcdes menos nocivas ao meio ambiente permitem explorar procedimentos que
utilizam recursos naturais como 0 uso de extratos vegetais para a sintese de
nanoparticulas metalicas. O guarana (Paullinia cupana) dispde de substéancias que
indicam potencial para a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs). O presente trabalho
procurou investigar parametros com o auxilio do espectro de absor¢cédo na regido do UV-
vis para compreender a formacdo das AgNPs utilizando diferentes concentragbes de
extrato de guarand, além de monitorar a sintese em diferentes temperaturas e verificar
por meio de testes antibacterianos a a¢ao biocida das nanoparticulas formadas. Dentre as
metodologias estudadas, a condicdo com maior concentracdo de extrato de guarana
exibiu maior producdo de AgNPs em relacdo as outras condi¢cBes a temperatura ambiente,
evidenciada pela maior absorbéancia referente a banda de ressonancia de plasmon de
superficie da prata nanoparticulada. Destaca-se a capacidade de estabilizacdo e aumento
na velocidade de formacdo das AgNPs em funcdo do aumento de temperatura. As
nanoparticulas de prata foram submetidas a testes antibacterianos, proporcionando
resultados eficientes contra Staphylococcus aureus, atestando efeito microbicida contra
bactérias Gram-positivas.

Palavras-chave: Guarana (Paullinia cupana). Ensaios microbioldgicos. Rotas sintéticas
alternativas.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia emprega a manipulacdo da matéria a nivel atbmico, molecular e
macromolecular, objetivando a criagcdo de diversos dispositivos, materiais e sistemas que
apresentam propriedades melhoradas, novas propriedades e aplicacbes variadas
(FERREIRA; VARELA, 2009). Adicionalmente, as propriedades antibacterianas que as
nanoparticulas metalicas dispdem sao consideradas promissoras
(NETCHAREONSIRISUK et al., 2016). As nanoparticulas de prata apresentam efeitos
inibitérios e/ou bactericidas (GEOPRINCY et al.,, 2013). Alguns estudos relatam que as
nanoparticulas de prata ndo interagem somente com a superficie da membrana, mas séo
capazes de penetrar no interior das bactérias (SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

A sintese verde € uma abordagem simples, que possibilita a producdo de novas
estruturas a baixo custo e rejeita a possibilidade de risco ecoldgico. Dentro desse
contexto, pesquisas que envolvem a producdo de nanoparticulas metdlicas mediadas por
extratos vegetais se destacam no campo da nanotecnologia (BEYENE et al., 2017). A
sintese de nanoparticulas metalicas utilizando extratos de plantas € vista como alternativa
adequada para métodos tradicionais de sintese de materiais em nanoescala por se tratar
de uma rota economicamente viavel e poder ser utilizada para producdo em grande
escala de nanoparticulas. Os componentes dos extratos das plantas, como enzimas,
proteinas, aminoacidos e vitaminas podem atuar como agentes redutores e agentes de
recobrimento de sintese de nanoparticulas (IRAVANI, 2011).

Dentre as substancias quimicas que compde o guarana (Paullinia cupana),
ressaltam-se os taninos condensados, sendo estes flavonoides compostos por unidades
monomeéricas interligadas, sendo as catequinas uma das principais substancias presentes
(SOUSA et al., 2010). As catequinas sdo constituidas por um anel floroglucinol, um anel
piranico e um anel catecol. A eficiéncia antioxidante das catequinas € comprovada,
mesmo em pequenas quantidades, e a presenca da unidade catecol proporciona
estabilidade a forma oxidada do polifenol, de modo que este anel permite a complexacao
de determinados ions de metais de transicdo (PORTO, 2002).

Nesse sentido, 0 presente trabalho teve como objetivo obter nanoparticulas de
prata através da sintese mediada por extratos de guarana em diferentes condicdes de
sintese e verificar a atividade microbiocida dos coloides metélicos preparados, além de
realizar a caracterizacdo dos extratos vegetais e dos produtos de sintese pela

espectroscopia eletrénica UV-vis.
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2. METODOLOGIA

Coleta do po e dos extratos: O po de guarana foi obtido do comércio local do municipio
de Maués-AM. Inicialmente foram realizados testes de dissolucdo do p6 em diferentes
proporcées com Aagua destilada para investigacdo de parametros de solubilidade e
presenca de material sélido apos dispersdo em agua. Como foi detectada a presenca de
material insoldvel, a mistura foi centrifugada em uma centrifuga de marca Centribio
modelo 80 - 2B por 10 minutos a 3000 rpm e a fracdo sélida descartada. Os extratos de
guarana usados na mediacdo da formacdo das nanoparticulas foram preparados com
auxilio das leituras obtidas por espectrofotdmetro visivel da Quimis modelo Q798DRM.
Através de processos de diluicdo foi monitorada a banda de méaximo de absor¢cdo em 200
nm, atribuida a catequina (ANDERSEN; MARKHAM, 2005), de forma a garantir

absorbancia do extrato igual ou proxima de 1,0 u.a.

Testes dos extratos para sintese de nanoparticulas: Uma solucéo de nitrato de prata
0,1 mmol L da marca Laderquimica foi preparada e entdo uma quantidade determinada
de extrato padronizado de guarana foi adicionada na solucdo, e a mistura foi
acondicionada em um béquer revestido por papel aluminio para minimizar a fotoativacao
do nitrato de prata com a luz (AZIZI et al., 2017), e permaneceu sob agitacao constante e
temperatura ambiente no agitador magnético da marca Fisatom modelo 753A. Os testes
iniciais usaram 5 mL de extrato de guarana e 50 mL de solu¢cédo de nitrato de prata, de
modo a totalizar sempre um volume de mistura de 55 mL. Para realizar novos testes para
sintese de nanoparticulas de prata, elaborou-se 3 condigdes com concentragfes distintas
de extrato vegetal (1:1, 1:2 e 1:4) sob agitacdo constante e temperatura ambiente.
Adicionalmente, foram realizados mais dois procedimentos distintos para a condi¢céao 1:1,
de forma a monitorar a producdo das nanoparticulas em temperatura de 40 C e 50 C em
diferentes intervalos de tempo.

A producdo das nanoparticulas de prata foi acompanhada pela técnica da
espectroscopia eletrbnica no UV-vis, através do monitoramento da banda associada a
ressonancia de plasmon de superficie, localizada entre 400 e 500 nm. Apés o inicio do
contato entre as solugdes, foram retiradas aliqguotas de 5 em 5 minutos até os primeiros
30 min para acompanhamento na evolucdo da reacdo por um periodo de até 4 h. Na

sequéncia, as leituras foram realizadas no tempo 12 h, 36 h, 24 h, 48 h e em 7 dias.
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Teste antimicrobiano: Utilizou-se 3 microrganismos distintos para testes antimicrobianos,
sendo estes Salmonella spp., Escherichia coli e Staphyloccocus aureus. Inicialmente,
preparou-se 0 meio de cultura na propor¢cdo de 36 g de agar Mueller-Hinton da marca
Kasvi para 1 L de agua destilada e posteriormente o meio foi difundido nas placas de Petri
estéreis e acondicionado na estufa da marca Nova Etica modelo 402 - 3D a 37°C. Na
segunda etapa ocorreu o repique das bactérias, no qual estas foram adicionadas em
placas de Petri de forma estriada para o crescimento isolado e inoculadas por 24 h na
estufa a 37 C. Logo em seguida, a terceira etapa se concretizou por verter as bactérias no
meio de cultura. A etapa final consistiu em introduzir de forma organizada aliquotas das
condicdes de nanoparticulas que sao 1:1, 1:2, 1:4 - temperatura ambiente, extrato de
guarana e solugao de nitrato de prata (controle negativo) nas placas de Petri, para entao

serem incubadas por 24 h a 37 'C. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um parametro foi definido acerca da concentracéo e condigdes no qual o extrato foi
preparado. Deste modo, 1g do po de guarana foi disposto em 100 mL de agua destilada e
com o auxilio de um liquidificador, a solubilizacdo ocorreu por 10 minutos com finalidade
de aumentar a area superficial para melhor extracdo dos constituintes quimicos do
guarana, conforme mostrado na Figura 1 (a). A amostra foi armazenada por 24 horas e
posteriormente centrifugada para que o material sélido em suspenséo fosse retirado,

conforme observado na Figura 1(b).

Figura 1 - Amostra de guarana (a) e extrato de guarand apos 24h e centrifugada (b)

(a) == (b
Fonte: A autora, 2019.

Nas varreduras do extrato de guarana e do teste inicial para sintese de

nanoparticulas metalicas feitas pela espectroscopia eletrénica UV-vis para se determinar
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os comprimentos de onda referente a ressonancia dos plasmons de superficie, foi
possivel obter o espectro mostrado na Figura 2, possibilitando a identificagdo do
comprimento de onda para a realizacdo dos testes posteriores. No espectro eletronico do
extrato de guarana, os flavonoides presentes sédo verificaveis em uma faixa
correspondente aos primeiros sinais presentes em menores comprimentos de onda,
fazendo-se notavel pelo sinal do anel catecol (anel A) na catequina (Figura 3) entre 250 e
300 nm (SOUZA; PERALTA-ZAMORA, 2001; MAOELA et al., 2009). J4 a banda em 200

nm esta associada a outro grupo presente na catequina, o cinamoil (anel B) (MAOELA et
al., 2009). A evolucéo da formacdo das AgNPs em meio reacional € verificada em uma
faixa de 380 a 500 nm, apresentando uma banda plasmoénica alargada, indicando uma

polidispersao no tamanho das particulas produzidas (JAIN et al., 2009).

Figura 2 - Espectro eletrdnico na regido do UV-vis. Figura 3 - Estrutura da catequina.
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A medida que a reacdo avanca em funcdo do tempo, a absorbancia
gradativamente se eleva, o0 que indica um aumento na quantidade de espécies
absorventes presentes no meio reacional (SILEIKAITE et al., 2009). A coloracdo amarelo
amarronzada observada pelas dispersfes coloidais oriundas da mistura entre nitrato de
prata e o extrato de guarana € devido ao efeito de ressonancia plasmonica de superficie
nas nanoparticulas metélicas formadas (DUBEY et al., 2009), podendo ser visualizado na
Figura 4.

Na verificacdo da influéncia da concentracdo dos reagentes na cinética de
formacdo das nanoparticulas através do acompanhamento da absorbéncia do
comprimento de onda de 440 nm, obteve-se o espectro da Figura 5, onde se mediu
inicialmente o valor de referéncia para cada condicao substituindo pelo mesmo volume a
solucdo inicial de nitrato de prata por agua destilada na mistura com o extrato vegetal nas

diferentes condicfes de sintese. Os valores de absorbancia obtidos durante o
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procedimento de sintese de nanoparticulas de prata foram subtraidos do valor de
referéncia, 1:1 (2,5 mL de agua + 2,5 mL de extrato + 50 mL de H20), 1:2 (3,4 mL de agua
+ 1,6 mL de extrato + 50 mL de H20) e 1:4 (4 mL de 4gua + 1 mL de extrato + 50 mL de
H20 ).

Figura 4 - Imagens das dispers6es coloidais na condicdo 1:1 (extrato:agua) para o tempo de reacéo de
5 min (a) 24 h (b).

Fonte: A autora, 2019.

Observa-se na condicdo 1:1 que, por volta de 24 h, a mistura reacional
apresentou um crescimento gradual em sua absorbéncia até o tempo 36 h. Apds esse
intervalo de tempo, a absorbancia do meio apresentou um declinio até o periodo
investigado de 7 dias do progresso de reacdo. Uma queda no valor de absorbancia,
conforme mostrado para a condi¢cdo de extrato 1:1 pode estar associada a coalescéncia
das nanoparticulas em virtude da maior quantidade de particulas produzidas em
comparacdo as condicbes 1:2 e 1:4. Tal fato pode estar relacionado com o total de
biomoléculas disponiveis para atuar como agentes de recobrimento estar em quantidades
insuficiente e/ou nado tiveram tempo suficiente para se ligarem a superficie das

nanoparticulas para promoverem a sua estabilizacao.

Figura 5 — Evolugdo da absorbancia em 440 nm em Figura 6 — Evolugdo da absorbancia dos meios de

funcdo do tempo a temperatura ambiente do meio reagdo em 440 nm na condicdo 1:1 (extrato: agua)

de reacao para as proporgOes de guarana:agua 1:1 em funcdo do tempo e nas temperaturas ambiente
(azul), 1:2 (vermelho) e 1:4 (cinza). (azul), 40 °C (vermelho) e 50 °C (cinza).
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Outro parametro que pode influenciar a velocidade de formacéo das AgNPs é a
variacdo de temperatura, que pode atuar aumentando a energia cinética dos reagentes, e
logo, aumenta a velocidade da reacdo. Contudo, um aumento nesse parametro pode
acarretar a degradacao das biomoléculas presentes no extrato vegetal. Adicionalmente, o
processo de degradacao do extrato pode ocorrer por outros fatores, como por exposicéo a
luz, a ambientes oxidantes (contato com ar atmosférico) e contato com microorganismos
(BIESAGA, 2011). Como o produto final do guarana disponivel para consumo € oriundo
do processo de torrefagdo, ha a transformacdo de diversas biomoléculas inicialmente
presentes nessa estrutura vegetal (ANTUNES, 2011). Logo, um pequeno aumento na
temperatura do meio de reacdo para a producdo das nanoparticulas de prata é
insuficiente para induzir transformacdes profundas na capacidade antioxidante dos
polifendis e outras moléculas presentes no extrato do guarand. Ao observar os dados
contidos na Figura 6, nota-se um efeito positivo do aumento de temperatura na cinética de
reacdo e na quantidade de particulas formadas, especialmente a 50 °C, onde a
absorbéancia medida foi mais elevada do que nas outras condicdes de temperatura, além

do aumento expressivo na absorbancia entre os tempos de rea¢éo de até 60 min.

Figura 7 — Imagem do meio de reacdo da Figura 8 — Teste antimicrobiano para S. aureus - B) Extrato
condicdo 1:1 (extrato:agua) de sintese de de guarana, C) AgNP condicéo 1:1, D) AgNP condicédo 1:2,
nanoparticula de prata a 50 C apés 24h E) AgNP condicdo 1:4, I) Controle negativo — AgNO:s.

Fonte: A autora, 2019.

Ao verificar a condicdo 1:1 sob sintese realizada em 50 C por 4 h e monitorada
através do espectro UV-vis em intervalos estabelecidos até completar 7 dias, é perceptivel
a mudanca na coloracdo em comparagcdo a mesma condicdo em temperatura ambiente.
Essa mudanca de coloracéo é verificavel nas primeiras 3 h de experimento, intensificando
o tom verde com passar do tempo como pode ser visualizado na Figura 7. E expressiva a
relacdo entre cinética de reacdo e morfologia/ tamanho das nanoparticulas, de forma que

reacdes conduzidas mais rapidamente por conta do consumo acelerado dos reagentes
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geram nanoestruturas com maior tamanho e formato mais irregular (CHAUHAN;
UPADHYAY, 2012). Estudos que investigaram as condicoes de formacdo de
nanoparticulas em temperaturas elevadas demonstraram que a taxa de reagdo aumentou
e resultaram em particulas maiores em comparacdo com temperaturas de reacdo mais
baixas (NATSUKI; NATSUKI; HASHIMOTO, 2015). O teste antimicrobiano foi realizado
para todas as condi¢cbes de diluicdo de extratos vegetais empregadas na producédo das
AgNPs a temperatura ambiente. Nesses estudos, as atividades antibacterianas foram
maiores contra as bactérias Gram-positivas em relacdo as Gram-negativas. As bactérias
Gram-positivas sdo menos susceptiveis a prata do que as Gram-negativas devido a
parede celular das bactérias Gram-positivas possuirem uma camada espessa de
peptideoglicano ao redor da célula (AHMED et al, 2016). Mesmo apresentando
determinada resisténcia a acdo antimicrobiana, o extrato de guarana e as nanoparticulas
apresentaram halo de inibicdo mais significativo para S. aureus (Gram-positiva).

Os testes realizados com extrato de guarana demonstraram eficiéncia em relacao
a zona de inibicdo para S. aureus (Figura 8), sendo que este efeito antibacteriano é
proporcionado pelos componentes bioativos antioxidantes que estdo incorporados no
extrato, como fenois, proantocianidinas, cafeinas e catequinas (BONILLA; SOBRAL,
2017). Estudos relatam que a propriedade antibacteriana para estirpes de bactérias é
dependente da concentracdo dos componentes envolvidos na reacdo (PANDEY et al.,
2014), essa afirmacéo foi comprovada ao verificar que a condigdo 1:1 demonstrou um
halo de inibicdo maior em relacdo as outras condi¢cdes que sdo mais diluidas ndo apenas
em funcdo da quantidade de extrato, mas também pela maior quantidade de
nanoparticulas de prata formadas nessa condi¢cdo. Para o controle negativo foi utilizado a
soluc&o de nitrato de prata em concentracio de 0,1x107 mol L%, de forma que apresentou
uma pequena inibicao e atividade antimicrobiana foi potencializada quando a prata estava
na forma de nanoparticulas. Os testes que utilizaram os microrganismos E. coli e
Salmonella spp. (bactérias Gram-negativas) apresentaram resultados inibitérios pouco
expressivos ao se comparar com os testes realizados para S. aureus, indicando melhor
aplicabilidade das nanoparticulas de prata produzidas nas condi¢cbes utilizadas nesse

estudo para o controle microbiologico de bactérias Gram-positivas.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da caracterizacdo dos extratos vegetais do guarana pela

espectroscopia UV-vis demonstraram a existéncia em abundancia da catequina, um
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composto de reconhecida capacidade antioxidante que foi capaz de reduzir os ions prata
em solucéo. Verificou-se ainda que outros constituintes do extrato vegetal sdo capazes de
atuar como agentes estabilizantes das nanoestruturas produzidas, uma vez que a
evidéncia de formacdo de precipitado ocorre apenas para periodos de tempo mais
extensos. Além da concentracdo do extrato vegetal influenciar diretamente a quantidade
de AgNP formada, a temperatura favorece adicionalmente a aceleracdo da reacéao,
embora haja indicios de que haja um impacto no aumento do tamanho da prata coloidal.
Os testes realizados com extrato de guarana demonstraram eficiéncia em relacdo a zona

de inibicdo para S. aureus e que foi potencializado na presenca das AgNPs.
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