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RESUMO

MELO, Grasieli Beloni de. Sintese verde e caracterizacdo de nanoparticulas de
prata usando extrato aquoso de erva mate (llex paraguariensis). 2015. 39f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Engenharia de Alimentos) -
Universidade Tecnolégica Federal do Paranid. Campo Mouréo, 2015

O uso de sintese verde para obtencdo de nanoparticulas de prata € um método
eficiente e frequentemente estudado por n&o utilizar reagentes e solventes que
possam provocar toxidade tanto no produto da sintese quanto residual do processo,
ampliando assim sua aplicagdo. Neste trabalho foi pela primeira vez relatado como
redutor de ion prata, extrato aquoso de erva mate (llex paraguariensis), planta tipica
da regido sul do Brasil apreciada de forma quente (chimarrdo) ou fria (tereré) e,
paises ao sul do continente americano. Foi realizado planejamento experimental do
tipo fatorial completo 22 com triplicata no ponto central, sendo a concentracdo de
extrato 5+2%, e pH 5; 6,8 e 8,5. A caracterizacdo do tamanho das particulas de
prata obtidas foi realizada por UV-Visivel e Espalhamento dindmico de luz (DLS); os
compostos funcionais foram analisados por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). Além destas, foram realizadas andlises para
determinacdo de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) das nanoparticulas obtidas para bactérias promotoras de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTAs), P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus. Apés a
andlise dos resultados, pelo UV-Vis verificaram-se picos de absorbancia entre 423-
449nm, determinou-se também o didmetro através do método da largura a meia
altura (FWHM) variando de 112 a 280nm. Por DLS as dimensfes variaram de 34nm
(experimento E7, 2,5% de concentracdo de extrato e pH 8,5) a 154nm (experimento
E8, 7,5% de concentracdo de extrato e pH 5), enquanto para o Indice de
Polidispersao (PDI) variou de 0,29 (E9, 7,5% de concentra¢do de extrato e pH 8,5) a
0,51 (E7). Por FTIR, sugere-se que compostos de cadeia aromatica, polifendis e/ou
carboidratos podem ter sido responsaveis pela reducdo de Ag* a Ag®. De maneira
geral as AgNPs sintetizadas apresentaram atividade bacteriostética e bactericida
para P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus, no entanto, para P. aeruginosa por ser
Gram-negativa, necessitou de maior concentracdo de AgNPs para a inibicdo
bacteriana, enquanto o B. cereus necessitou de menor concentragdo de AgNPs.

Palavras-chave: Sintese verde. Nanoparticula de prata. llex paraguariensis. Erva
mate. Anélise antimicrobiana.



ABSTRACT

MELO, Grasieli Beloni de. Synthesis and characterization of silver nanoparticles
using aqueous extract of erva mate (llex paraguariensis). 2015. 39p. Work of
completion of couse (Food Engineering) - Federal Technology University - Parana.
Campo Mourao, 2015.

The use of green synthesis to obtain silver nanoparticles is an efficient method that
has the advantage of not using reagents and solvents that can cause toxicity in both
synthesis and waste. In this work was first reported as silver ion reducing silver ion,
agueous extract of yerba mate (llex paraguariensis), a plant typical of the south of
South America used in the making of hot (chimarréo) or cold (tereré) beverage in the
region. It was carried out experimental design of complete factorial 22 with triplicate at
the midpoint, and the extract concentration of 5 + 2, and pH 5; 6.8 and 8.5. The size
measurament of the obtained silver particles was performed by UV-visible and
dynamic light scattering (DLS); functional compounds were analyzed by Infrared
Spectroscopy Fourier Transform (FTIR) were also carried out analysis to determine
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) of the nanoparticles obtained for Promoting Foodborne Diseases (DTAs )
bacteria, P. aeruginosa, S. aureus and B. cereus. After analyzing the results, the UV-
Vis presented absorbance peaks between 423-449nm, and the half-width (FWHM)
ranging from 112 to 280nm. For DLS, dimensions ranged from 34nm (E7 experiment,
2.5% extract concentration and pH 8.5) at 154nm (E8 experiment, 7.5% extract
concentration and pH 5), while for PDI ranging from 0.29 (E9, 7.5% extract
concentration and pH 8.5) to 0.51 (E7). For FTIR, it is suggested that aromatic chain
compounds, polyphenols and/or carbohydrates may have been responsible for the
bioreduction of Ag* to Ag®. In general the synthesized AgNPs showed bacteriostatic
and bactericidal activity to P. aeruginosa, B. cereus and S. aureus, however, for the
Gram-negative P. aeruginosa higher concentration of AgNPs were required for

bacterial inhibition, while B. cereus required lowest concentration AgNPs.

Keywords: Green synthesis. Silver nanopatrticle. llex paraguariensis. Yerba mate.
Antimicrobial analysis.
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1 INTRODUCAO

Materiais nanoestruturados tém recebido consideravel atencdo por suas
propriedades quimica e fisica, e suas importantes aplicacdes em eletrénicos, Optica,
biomedicina, magnetismo, mecénica, catalise, agricultura, cosméticos, meio
ambiente e embalagens de alimentos (RAI, 2013). Os materiais em dimensdes
nanometricas podem ocorrem naturalmente como proteinas, enzimas, DNA e, ou na
atmosfera, como em erupcdes vulcanicas. A sua manipulacdo pelo homem foi
relatada no século 10 AC, onde nanoparticulas (NPs) de ouro e prata eram utilizadas
para colorir vidros ceramicos e vitrais (ALBRECHT et al., 2006).

O contato de humanos com nanoparticulas (NPs) tem sido crescente como
resultado da exposicdo destas produzidas por combustdo simples, processos de
industrializagdo. A acdo das NPs pode ser realizada de maneira benéfica, com a
finalidade de melhorar a qualidade de vida, como mecanismos de dosagem de
drogas controladas no organismo, melhoria na tecnologia da informacéo, tecidos
“‘inteligentes” que se ajustam para atender a temperatura ou possuem acao
antimicrobiana, melhoria em produtos quimicos, embalagens de alimentos
“‘inteligentes” que indicam em mudanca de cor quando ha deterioracdo do alimento
ou (bio)polimeros incorporados de NPs de prata com acdo antimicrobiana
(ALBRECHT et al., 2006).

Embora haja crescente investimento em pesquisa para 0 uso de
nanomateriais, a pesquisa para sua toxicidade ndo é expressiva na maioria dos
paises, com excec¢do dos constituintes da Unido Europeia (PASCHOALINO et al.,
2010). Visando a diminuicdo da quantidade de prata para obter éxito antimicrobiano,
menor uso de solventes téxicos na sintese, e consequentemente ampliar as
aplicacdes, surgiram os métodos de sintese verde, que consistem em utilizar
compostos ou substancias biolégicas como agente redutor dos ions metalicos de
prata presentes no meio.

Neste sentido, pesquisas objetivando estudar a capacidade e a eficiéncia de

extratos vegetais comuns na obtencédo de nanoparticulas de prata sao relevantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOPARTICULAS DE PRATA

O método mais utilizado para sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) é o
de reducdo quimica obtendo uma solucédo coloidal estavel em agua ou solventes
organicos. Os redutores frequentemente usados sao borohidreto, citrato, ascorbato e
hidrogénio elementar. A reducéo de ion prata (Ag*) promove a formacéo de 4tomos
de prata (Ag®), seguido pela aglomeracdo de particulas que em solucdo aquosa
geralmente produz prata coloidal. Quando as particulas coloidais sdo muito menores
do que o comprimento de onda da luz visivel, as solu¢cdes apresentam cor amarela
com uma banda intensa entre 380-400 nm e outras bandas menos intensas ou
menores em mais comprimento de onda no espectro de absor¢do (SHARMA, 2008).
Por serem particulas nanoestruturadas, elas adquirem novas propriedades o6ticas
sendo uma delas a absorcdo de luz pela prata metalica em um comprimento de
onda que o metal, na sua forma iénica, ndo absorvia (SILVA, 2014).

A forca do agente redutor influi no diametro das NPs, bem como o pH do meio
reacional, sendo que quanto mais forte o agente redutor menores serdo as NPs e,
meio acido tende a formar aglomerados e, consequentemente particulas maiores,
enquanto meio mais alcalino tende a formacado de particulas menores (SHARMA et
al., 2008; ALBERNAZ, 2014).

2.2 SINTESE VERDE

A sintese verde promove a reducdo do metal utilizando agentes redutores de
baixa ou nula toxicidade, como substituinte a regentes quimicos, tornando-se uma
alternativa sustentavel (ALBERNAZ, 2014). Nesta via de sintese podem ser citados
os métodos dos polissacarideos, de Tollens, de irradiacdo, de polioxometalatos e
bioldgico (SHARMA et al., 2008).

O meétodo biologico consiste na utilizagcdo de extratos vegetais contendo

moléculas capazes de reduzir ions metalicos a NPs em apenas uma etapa. Assim,
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reducéo é a reducdo do ion (Ag") para a sua forma metélica (Ag®), esta etapa é
realizada de forma rapida em condi¢cdes normais de temperatura e pressao. Alguns
autores chamam esta reducéo de biorreducao, provavelmente por ser promovida por
agentes redutores de origem bioldgica, incluindo as plantas. Os agentes de reducéao
de extratos vegetais envolvidos incluem metabdlitos hidrossolUveis de plantas (como
alcaldides, compostos fendlicos, terpendides), enzimas, proteinas, aminoacidos,
polissacarideos, flavonoides, acido citrico, grupos funcionais (alcool, aldeidos e
aminas), compostos heterociclicos e acido tanico, podendo ser encontrados em
talos, folhas, sementes ou mistura destes. A vantagem deste método ao quimico
tradicional é que as plantas produzem biomoléculas funcionais que reduzem os ions
metalicos, e aderem a superficie dessas NPs o que lhes confere caracteristicas
diferenciadas como protecao e estabilidade, além de alto rendimento e baixo custo
de producéo (MITTAL et al., 2013; ALBERNAZ, 2014; SILVA, 2014).

As AgNPs tem sido sintetizadas com o uso de extratos vegetais, sendo que a
eficiéncia da reacédo e as caracteristicas do produto formado podem ser alteradas de
acordo com a parte da planta (folhas, raizes, cascas ou semenstes) que compde o
extrato. Como exemplo de plantas ja estudadas, podem-se citar Capsicum annuum
(LI et al., 2007), Camellia sinensis (cha verde) (VILCHIS-NESTOR et al., 2008; LOO
et al., 2012), Allium cepa (cebola) (SAXENA, et al., 2010), limdo (PRATHNA et al.,
2011), Hibiscus rosa sinensis (PHILIP, 2009), Brosimun gaudichaudii (ALBERNAZ,
2014).

Para a producdo de NPs utilizando extrato de plantas, de forma geral, o
extrato (obtido de folhas, cascas e sementes) é misturado a uma solugéo aquosa de
sal metélico, geralmente nitrato de prata, onde ocorre a reducdo quimica ou
biorredugcédo. O esquema de sintese de AgNPs pode ser visto na Figura 1. Alguns
fatores como a natureza e concentracao do extrato; a concentracado do sal metalico;
pH e temperatura podem afetar a velocidade da reacdo, a quantidade obtida,
estabilidade das NPs, bem como, outras caracteristicas destas (MITTAL et al.,
2013).
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BIORREDUCAO

Particulas de prata

NUCLEACAO

gressnasees - Moléculas
dos extratos
vegetais

Cascas

CRESCIMENTO DAS NANOPARTICULAS ATIVIDADE BIOLOGICA

8 Temperatura
« Nutrientes

Nanoparticula com «--*
propriedades

Figura 1. Esquema de crescimento das AgNPs
Fonte: SILVA — (EMBRAPA-CENARGEN)- Revista Pesquisa Fapesp, 2014.

2.3 ESCOLHA DO EXTRATO VEGETAL: llex paraguariensis (ERVA MATE)

Para a selecdo do vegetal a ser utilizado como agente redutor deve-se levar
em consideracdo fatores como primeiro relato do uso do extrato, disponibilidade
geografica cosmopolita, presenca de compostos redutores capazes de sintetizar
NPs a partir de sais metalicos (ALBERNAZ, 2014). llex paraguariensis ou “erva-
mate” foi adotada por habitantes nativos (indios guaranis) de uma regido que
compreende o Paraguai, Uruguai, Nordeste da Argentina e Sul do Brasil e tem sido
popular h&d séculos para preparacdo de bebidas estimulantes ou por suas
propriedades medicinais. Apds os jesuitas promoverem o cultivo da planta, seu

consumo passou a ser realizado nao apenas pelos nativos, mas também por
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brancos. A bebida possui trés formas de adicdo de 4gua ao material seco, simples
adicdo de 4gua em ebulicdo, sucessivas repeticbes de adi¢cdo de dgua em ebulicdo
ou ainda adi¢ao de agua fria, sendo conhecida como, “yerba mate”, “maté”, “hierba
mate”, “erva-mate”, “chimarrdo” e “tereré” (FILIP et al., 2000; BRACESCO et al.,
2011).

Segundo Alikaridis (1987) o género llex (aquifoliaceae) possui cerca de 400
espécies que crescem como arvores ou arbustos na Asia, América Central e
principalmente na América do Sul. O autor cita que o extrato possui fendis e acidos
fendlicos, metilxantinas, amino4cidos e outros compostos nitrogenados, acidos
graxos, antocianinas, flavonoides, compostos terpénicos, alcanos e alcoois,

carboidratos, vitaminas e carotenoides.

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS AgNPs

Os serem humanos sédo frequentemente infectados por bactérias, bolores,
leveduras e virus. Para minimizacao destas infec¢des, ocorre uma intensa busca por
materiais com acdo antimicrobiana (SHAHVERDI et al., 2007).

As bactérias séo classificas de acordo com a estrutura de sua membrana, de
modo que as Gram-negativas apresentam estrutura mais complexa, com dupla
camada sendo uma fina camada de peptidioglicano (2-3nm) entre a membrana
citoplasmatica e o exterior da membrana, enquanto as Gram-positivas ndo possuem
a camada externa, mas possuem uma espessa camada de peptideoglicana (30nm)
(SHARMA et al., 2008).

Bactérias Gram-negativas, como E. coli e P. aeruginosa e Gram-positivas
como B. cereus e S. aureus, sédo frequentemente registradas por promoverem
surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs). Um levantamento de dados
epidemioldgicos realizado por Amson et al. (2006) no periodo de 1978-2000 no
estado do Parana, apontam que os agentes etiologicos mais frequentes de origem
bacteriana sdo Staphylococcus aureus e Salmonella sp., sendo os alimentos de
origem animal os mais associados aos surtos, e os domicilios o local de maior
incidéncia. No periodo pesquisado, 0s surtos associados com S. aureus
representaram 41,6%, B. cereus 6,3% e E. coli 5,5%.
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Dentre 0s materiais com acdo antimicrobiana a prata metalica pode ser
destacada, pois é conhecida por possuir atividade antimicrobiana e quando
disponivel em nanoescala sua superficie de contato € aumentada, promovendo
maior eficiéncia. Para o0 mecanismo de acado, alguns estudos propdem que as
AgNPs se aderem a superficie da membrana celular perturbando a permeabilidade e
funcbes de respiracdo das células, outros estudos, propéem que as AgNPs podem
além de interagir com a membrana, penetrar no interior das bactérias (SHARMA et
al., 2008).

Assim, as AgNPs podem ser uma alternativa na substituicAo de alguns
antibiéticos, uma vez que estes vém mostrando ineficiéncia ao combate de
microrganismos, devido ao aparecimento de novas estirpes de bactérias resistentes.
As AgNPs sdo altamente eficientes contra doencas causadas por bactérias
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e fungos que

causam infec¢des de ringworm (micose de pele) e Candida albicans (RAI, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral obter por sintese verde pelo
meétodo bioldgico e caracterizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) empregando
extrato aquoso de erva-mate (llex paraguariensis), bem como estabelecer a

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima (CBM).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter 0 extrato aquoso de erva-mate (llex paraguariensis);
e Produzir AgNPs variando as concentragfes do extrato e pH de acordo com
um planejamento experimental,
e Caracterizar as AgNPs pelos métodos de:
o Espectrofotometria UV-Visivel;
o Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS);
o Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);
e Estabelecer a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida Minima (CBM) das AgNPs sintetizadas para bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SOLUCAO DE NITRATO DE PRATA

Foram solubilizados 0,34g de nitrato de prata em bequer contendo 100mL de
agua ultrapura, em seguida foi transferido para baldo volumétrico de 1000mL e
ajustado seu volume com &agua ultrapura, obtendo assim, uma solucédo de nitrato de

prata com concentracao 0,34g/L ou 2mM (Morita & Assumpcéao, 2007)

4.2 EXTRATO DE ERVA MATE

O extrato aquoso de erva-mate foi obtido pela metodologia apresentada por Filip
(2000). Inicialmente em 10 g de erva-mate foram adicionados 70 mL de agua ultra
pura e mantidos em ebulicdo por 20 min, entdo foi realizada filtracdo a vacuo. O

volume do filtrado foi ajustado para 100mL em bal&do volumétrico.

4.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

O estudo da sintese das AgNPs foi realizado seguindo a metodologia
adaptada de Albernaz (2014), e utilizando planejamento experimental do tipo fatorial
2% completo com triplicata no ponto central. Foram analisados dois fatores
(concentracéo de extrato (%) e pH) em dois niveis e um ponto central. A abordagem
envolvendo um planejamento multivariavel de experimentos permite avaliar os
efeitos de interacdo entre fatores que afetam o desempenho do tratamento,
favorecendo os estudos de otimizacdo a partir de um nimero reduzido de ensaios.

Foram avaliadas as respostas de didametro médio e intensidade, indice de
polidispersao (Polidispertion Index, PDI) e do calculo da largura a meia altura (Full-
Width at Half Maximum, FWHM). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-

se o software Statistica 7.0 (Statsoft).
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Entdo para a realizagdo dos experimentos apresentados nos Quadros 1 e 2,
inicialmente foram preparadas as solugdes de nitrato de prata (2mM), e do extrato
aquoso de erva mate (llex paraguariensis), que foi adicionado de agua ultrapura até
alcancar a concentracdo proposta no experimento. Entéo, tanto o extrato aquoso de
erva mate quanto a solugdo de nitrato de prata sofreram ajuste de pH,
separadamente, conforme  proposto nos planejamentos experimentais.
Posteriormente, a solucdo de nitrato de prata foi gotejada na solucdo de extrato
aguoso de erva mate sob agitacdo magnética e em temperatura ambiente.

Para cada concentracédo de extrato vegetal foi preparada uma amostra em
branco, contendo apenas extrato vegetal e agua ultrapura. Os valores de pH foram
ajustados com auxilio de pHmetro e solucédo de HCI 0,1N ou NaOH 0,1M conforme a

necessidade.

4.4 CARACTERIZACAO DAS AgNPs

O tamanho das AgNPs foi analisado e determinado realizando varredura
utilizando espectrofotdbmetro no UV-visivel (OCEAN OPTICS, USB650UV) de 200 a
800nm, e o PDI pela técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS, MALVERN -
Zetasizer Nano S) (BECHTOLD, 2011), analise realizada no Laboratorio de Controle
de Processos da UFSC. Para seguintes analises foram utilizadas cubetas de
quartzo, realizando-se diluicdo prévia nas amostras para a analise de UV-Vis e sem
diluicdo para DLS.

Os resultados obtidos nas andlises por espectrofotometria UV-Vis (calculos da
largura a meia altura - FWHM) e por DLS (Dz e PDI) foram avaliados através de
superficie de resposta. Como analises complementares, os experimentos foram
avaliados por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), bem como Concentragcéo

Inibitoria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima (CBM).

4.6 CARACTERIZACAO QUANTO AOS GRUPOS FUNCIONAIS
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Para a caracterizacdo dos grupos funcionais presente na superficie das NPs
foi utilizada a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (IR
AFFINITY-1, Shimadzu) (GHASEMINEZHAD, HAMEDI e SHOJAOSADATI, 2012).
As AgNP’s foram secas em estufa e pesadas (10 mg) e, entdo trituradas com KBr
(100 mg). As pastilhas de KBr foram produzidas em um pastilhador submetido a 7
kgf/lcm? de pressdo em prensa hidraulica (Bovenau, P15 ST). Finalmente os
espectros foram obtidos na faixa de 4000-400 cm™ utilizando 32 acumulacdes e

resolucéo de 4 cm™.

4.7 ANALISE ESTATISTICA E GRAFICOS

Os dados obtidos por FWHM no UV-visivel, Dz e PDI, por DLS foram
correlacionados com concentragdo de extrato e pH, e avaliados por ANOVA com
significAncia de 5%, por meio do software Statistica 7.0. Os graficos foram plotados

pelo programa Origin® 8.

4.8 ATIVIDADE INIBITORIA E BACTERICIDA DE AgNPs

A CIM e CBM das AgNPs foram avaliadas frente a bactérias Gram-positivas
(Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa). As cepas foram obtidas do acervo da UTFPR — Campus

Campo Mouréo.

4.8.1 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM das AgNPs sintetizadas foi avaliada utilizando o método de
microdiluicdo padrdo seguindo metodologia do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), documento M07-A9 (2012).

Para os testes foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocos, onde

foram pipetados 100uL de caldo Muller-Hinton estéril (MHB) em todos os pocos,
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entdo em cada primeiro pogo foi pipetado 100uL das AgNPs obtidas em cada
experimento, seguindo-se sucessivas diluicdes, transferindo sempre 100uL ao poco
subsequente.

Cada in6culo bacteriano, apo0s incubacdo a 37°C por 24h, foi diluido e
comparado com a escala Mc Farland (suspensdo padronizada, 10° UFC/mL), a
suspensao obtida sofreu diluicdo 1:10 com &gua salina 0,85%, para obtencdo de
inéculo contendo 107 UFC/mL.

Seguido o preparo do inéculo pipetou-se 5 yL deste em cada poco contendo
caldo e amostra, preparados conforme paragrafo anterior. Entdo a concentracéo de
bactéria em cada poco foi de aproximadamente 5x10° UFC/mL. Como controle foram
utilizadas duas colunas da microplaca, uma coluna como controle bacteriano (sem
adicdo de AgNPs) e outra como controle do caldo (sem adicdo de AgNPs e inéculo).
Entdo as microplacas foram incubadas a 37°C por 24h, em estufa de cultura
bacteriol6gica (TE-392/2, Tecnal).

ApoOs este periodo as microplacas foram analisadas e a CIM foi determinada
como a menor concentracdo das AgNPs capaz de causar inibicdo total do
crescimento microbiano. As andlises foram realizadas em triplicata para cada uma

das bactérias analisadas.

4.8.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada pela
transferéncia de uma aliquota de 5 yL do conteudo dos pocos onde nao houve
crescimento bacteriano visivel no teste de CIM e do poco subsequente, para a
superficie de placas contendo agar Miller-Hinton estéril. Apés 24h de incubacéo a
37°C em estufa de -cultura bacteriolégica (TE-392/2, Tecnal), definiu-se a
concentracdo bactericida minima, que foi a menor concentracdo capaz de causar a
morte do inoculo, conforme metodologia de Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), documento M07-A9 (2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SINTESE VERDE

A sintese verde das AgNPs foi realizada em Unica etapa e seguindo o
planejamento experimental 1 (PE1, Quadro 1), baseando-se em concentracdes e pH
propostos por Albernaz (2010), por ndo haver relatos de pesquisa usando a erva-
mate como agente redutor. As reacfes foram acompanhadas através de varredura
por espectrofotometria UV-Vis de 200 a 800nm. No entanto ndo foi possivel obter
dados de absorbancia devido a “estouro” dos picos. Na Figura 2 podem ser

observadas as fotografias dos experimentos apés 6 dias do inicio das reacoes.

Experimento Extrato de erva-mate (%) pH
1 5 5
2 5 9
3 50 5
4 50 9
5 225 7

Quadro 1. PE1 para sintese de AgNPs
E1 E2 E3 E4 ESA | ESB E5C

Figura 2. Fotos dos experimentos realizados no PE1

Devido a ressonancia plasménica de superficie, para AgNPs o pico de
absorcao ocorre entre 400 e 500nm, e entdo observa-se alteracdo na coloracao de
marrom avermelhado a marrom escuro, como pode ser observado nos experimentos
El, E2, E4 e E5A.

Nas andlises de DLS, apenas os experimentos E1, E2 e E5A apresentaram
gualidade nos resultados, apresentados na Tabela 1, por este motivo os dados dos

demais experimentos foram descartados.
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Tabela 1. Resultados experimentais de DLS para o PE1

Experimento Diadmetro da particula (nm) PDI
El 230 0,24
E2 96 0,46
ES5A 568 0,44

Analisando a Tabela 1 pode-se observar que apenas o experimento E2
conseguiu permanecer com dimensao inferior a 100nm, os experimentos E1 e E2
possuem a mesma concentracdo, no entanto, diferem entre si pelo pH, 5 e 9
respectivamente.

O pH é um fator importante a ser considerado para avaliar tamanho e forma
das nanoparticulas sintetizadas, sendo que meio acido tende a favorecer a
agregacado das NPs enquanto o meio alcalino favorece a nucleacdo (AKHTAR et al.,
2013). Por esta razao, o E1 (pH 5) tendeu a agregacéo, resultando em particulas de
dimensbes maiores, enquanto E2 (pH 9) tendeu a nucleacdo, obtendo particulas
menores. Tendo em vista estes resultados, foi realizado um novo planejamento
experimental, tomando a concentracdo de 5% do extrato como ponto central e
variando +2,5% nos pontos de maximo e minimo.

Albernaz (2014) mostra que pH acima de 9 e abaixo de 5 promovem
deslocamento do pico de absorbancia para a faixa de 500nm, demostrando
agregacdo de particulas. Entdo no planejamento experimental 2 (PE2) foram
selecionados os valores de pH 5; 6,8 e 8,5, seguindo a sintese da mesma forma que
em PEL.

Experimento Extrato de erva-mate (%) pH
6 25 5
7 25 8,5
8 7,5 5
9 7,5 8,5
10 5 6,8

Quadro 2. PE2 para sintese de AgNPs

A Figura 3 apresenta as solugdes resultantes dos experimentos referentes ao
PE2, onde todos os experimentos apresentaram coloracdo marrom devido a
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ressonancia plasmoénica de superficie, no entanto o experimento E8 apresentou

coloracdo tendendo ao vermelho, enquanto E9 tendendo ao cinza ou negro.

Figura 3. Fotografias dos experimentos do PE2

5.2 CARACTERIZACAO DAS AgNPs

5.2.1 ANALISE POR UV-VIS

O resultado das analises por espectrofotometria UV-Vis € apresentado na
Figura 4 que mostra que os experimentos obtidos no PE2, os quais apresentaram
picos de absorbancia inferiores a 450nm, caracterizando a sintese de NPs. As
AgNPs apresentam pico de absorcdo de radiacdo eletromagnética no comprimento
de onda entre 400-500nm devido a sua ressonancia plasmonica de superficie
(fenbmeno que envolve a excitacdo coletiva de elétrons em um metal). Neste
pico ocorre uma variacdo de cor caracteristica que varia de marrom avermelhado
para marrom escuro, de acordo com o tamanho das NPs formadas (ALBERNAZ,
2014). Loo et al.,, (2012) mostraram que usando Camellia sinensis como agente
redutor o pico foi obtido em 436nm, enquanto Vilchis-Nestor et al., (2008) também
utilizando C. sinensis o pico foi em 430nm. No presente trabalho os picos variaram
de 423nm a 449nm.

A coloracdo dos experimentos E8 e E9 estdo relacionadas ao pico de

absorbéancia, onde apresentaram pico em 443 e 449nm respectivamente. De acordo
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com Sharma et al. (2009), picos que variam de 380 a 400nm apresentam colocagao
amarelo ouro e caracteriza particulas menores, enquanto Albernaz (2014) comenta

gue a coloracao que varia de marrom avermelhado a marrom escuro varia de acordo

com o tamanho das AgNPs.

Espectrofotometria UV-visivel

14mm

w-"’\/_;:ﬂ'ﬂ E1QC

4Z26mm E-]DE

m Eg

absorbancia

200 300 400 ] ilili] TOD k]

comprimento de onda (nm)

Figura 4. Resultado de espectrofotometria Uv-visivel para PE2

A partir dos espectros obtidos, conforme Figura 4, foi realizado o célculo da
largura a meia altura (FWHM), representado pela Figura 5 e os resultados podem

ser observados na Tabela 2.

I_
FWHM=112,15nm
Fico: 444nm

EE {absorbincia)

T T T T T 1
200 200 400 500 500 700 800
comprimento de onda (nm)

Figura 5. Esquema representativo do calculo de FWHM.
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Tabela 2. Resultado do calculo do didametro das AgNPs por FWHM para PE2

Experimento FWHM (nm)
E6 112
E7 119
E8 280
E9 188
E10A 138
E10B 128
E10C 128

Analisando a Tabela 2 observa-se que o experimento E8 apresentou banda
mais larga com um diametro médio de 280nm, enquanto o E6 apresentou o menor
diametro médio, 112nm, embora ambos tenham apresentado picos de absorbancia
proximos, sendo 443nm e 444nm respectivamente; como ambos experimentos
foram realizados com o mesmo valor de pH 5, pode-se sugerir que provavelmente
se deve ao fato de ES8 ter concentracdo de extrato, agente redutor, maior que no E6,
assim houve maior intensidade na reacdo de oxirreducdo, fazendo com que as
particulas tivessem uma tendéncia maior a aglomeracdo, afetando a
homogeneidade do tamanho das particulas, como pode ser confirmado pelos
resultados de DLS. A mesma tendéncia é percebida ao comparar 0s experimentos
E7 e E9, realizados em pH 8,5, mas com concentracdes diferentes de extrato, menor
para E7 e maior para E9. Além disso, o experimento E10 tem uma média de FWHM
que esta entre os valores obtidos para os extremos E6 e E9, mostrando uma

coeréncia nos resultados.

5.2.2 ANALISE DE ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICA (DLS)

Foram realizadas medidas de DLS para determinacdo da diferenca entre o
tamanho das particulas obtidas nos experimentos, bem como sua dispersdo na
solucdo coloidal, como pode ser observado na Tabela 3. Os experimentos
apresentaram uma distribuicdo bimodal, visto que, as populacbes de NPs
apresentaram dois picos um de maior e outro de menor intensidade, como

apresentado pela Figura 6.



26

Tabela 3. Dados obtidos por DLS para o PE2

Experimento Tamanho hidrodindmico médio Dz (d.nm) PDI
E6 70 0,37

E7 34 0,51

E8 154 0,39

E9 67 0,29
E10A 54 0,41

Size Distribution by ntensity

Pico 1

Intensily (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Figura 6. Representacé&o de distribuicdo bimodal

Analisando os resultados apresentados na Tabela 3, observa-se que o
experimento E7 apresentou menor tamanho hidrodinamico (Dz) (34nm), no entanto
seu PDI foi de 0,51, conferindo menor homogeneidade quanto ao tamanho das
AgNPs, enquanto o E9, mesmo pH e maior concentragdo de extrato, apresentou Dz
de 67nm e PDI de 0,29. O EG6 foi realizado com a menor concentragdo de extrato
que contribuiu para uma reacéo gradual e controlada, resultando em particulas com
dimensdes menores, enquanto E8, mesmo pH que E6, foi realizado na maior
concentracdo, que por apresentar maior quantidade de agente redutor, as particulas
tenderam a aglomeragéo e dimensdes maiores, fato intensificado pelo pH acido.

Analisando a influéncia do pH a partir dos dados de DLS, nota-se que para a
menor concentracdo de extrato de erva mate (llex paraguariensis) presente nos
experimentos E6 e E7, em meio acido as AgNPs apresentaram dimensdes maiores,
enguanto o meio alcalino favoreceu a formacdo de AgNPs com dimensdes menores.
A mesma tendéncia pode ser observada para os experimento E8 e E9, logo os
experimentos sdo coerentes e se complementam. Como dito anteriormente, em pH

em torno de 5 as NPs tendem a agregacao, enquanto no pH 8,5 as NPs tendem a
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nucleagéo, assim, conferindo NPs de menores dimensdes, enquanto as NPs do

E10A apresentaram Dz intermediério.
5.2.3 ANALISE ESTATISTICA DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
Foi realizada a analise estatistica, dos resultados a partir dos dados

compilados na Tabela 4. Para tanto, foi utilizado o software Statistica 7.0 para

realizacdo da analise de variancia (ANOVA).

Tabela 4. Dados experimentais de FWHM, Dz e PDI

Concentracéo

Experimento  de extrato (%) pH FWHM(nm) Dz(d.nm) PDI
Variavers  Rewhdes

E6 2,5 5 112 70 0,37

E7 2,5 8,5 119 34 0,51

E8 7,5 5 280 154 0,39

E9 7,5 8,5 188 67 0,29
E10A 5 6,8 138 54 0,41
E10B* 5 6,8 128 36 0,49
E10C* 5 6,8 128 38 0,48

*Estes experimentos ndo apresentaram resultados de boa qualidade no DLS, mas os resultados de Dz e PDI foram utilizados
para o teste estatistico.

O resultado da analise estatistica para a influéncia da concentracdo de extrato
e pH no didmetro médio utilizando o método FWHM apresentou um coeficiente de
determinacdo R? de 0,85 e apenas o extrato influenciou significativamente,
conferindo p-valor menor que 0,05 conforme mostra Figura 7, e o modelo, equacao
1, como resultado da estimativa de efeitos das variaveis por FWHM (Figura 8).

ANOVA; Var:FWHM; R-sqr=,85149; Adj:,70299 (Spreadsheet1)
2 factors at two levels; MS Residual=1069.088

DV: FWHM

Factor 88 [df] Ms | F | »p

(1)Extrato | 14042 25| 1) 14042 25/ 1313480 0,036141

(2)pH 1897.09 1 1897.09 1,77450 0274982
1 by 2 245025 1 245025 229191 0227273
Error 3207260 3 1069.09

Total 85 | 21596.86 6

Figura 7. ANOVA para FWHM

FWHM = 156,41 + (E * 118,50) — (49,50 * pH * E) (1)



Onde:

E= concentracdo de extrato

pH= potencial hidrogeniénico

28

O objetivo para aplicacdo de NPs € que estas apresentes valores de FWHM

menores, entdo analisando o modelo, Equacéo 1, pode-se verificar que isto pode ser obtido

guando a concentracdo de extrato for menor, e interagdo positiva entre acédo conjunta de pH

e concentracdo de extrato.

Factor

Effect Estimates; Var..FWHM; R-sqr=,85149; Adj:, 70299 (Spreadsheet1)
2 factors at two levels; MS Residual=1069,088

DV: FWHM

Effect | Std.Ermr.

t(3) P

-95 %
Cnf_Limt

+95.%
Cnf Limt

Coeff. Std Err.
Coeff.

-95 % +95.%
Cnf Limt |Cnf Limt

Mean/Interc.

(1)Extrato

(2)pH

1by 2

et

156.4095| 12,35989| 12,65460| 0.001064

118.5000| 32,69690
-43,5480 32,69119
-49,5000) 32,69690

3,62420) 0036141
-1,33210 0,274982
-1,51390 0,227273

117.075] 195,7442
14,444 | 222 5561
-147.586 60,4899
-153.556) 54,5561

156,4095] 12.35989
59,2500] 16,34845
-21,7740) 16,34559
-24,7500) 16,34845

Figura 8. Estimativa de efeitos para FWHM

117.07458| 195,7442
7.2219) 11,2781
-73.7930  30.2450
-76.7781  27.2781

Bl = 250
I - 280
Bl = 240
] =200
[] =160
B =120
Bl <80

Figura 9. Superficie de resposta da influencia da concentracao de extrato e pH no FWHM
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A Figura 9 apresenta o gréfico de superficie de resposta construido a partir da
andlise estatistica

Os resultados da analise estatistica avaliando a influéncia da concentracéo de
extrato e pH, Dz apresentou coeficiente de determinacdo Rz de 0,75 (Figura 10) e
PDI R2 de 0,67 (Figura 11), para ambos a significancia foi maior que 0,05, portanto
ndo houve diferenca significativa para as variaveis independentes (pH e
concentracdo de extrato).

ANOVA; Var.:Dz; R-sqr=,75183; Adj:,50367 (Spreadsheet)
2 factors at two levels; MS Residual=876,9757
Ov: Dz

Factor 8§ |df|] Ms | F | »p

(1)Extrato | 3422 25 1) 3422 250 3902332 0,142690

(2)pH 3898,00 1 3898,002 4444823 0125573

1by 2 650,25 1 650,250 0.7414863 0452514

Error 263093 3 876,976

Total S5 | 1060143 6

Figura 10. ANOVA para Dz

ANOWVA: Var:PDI; R-sgr=,6722; Adj:.3444 (Spreadsheet1)
2 factors at two levels; MS Residual=,0040429
Ov: POI

Factor 88 [df] M5 | F | »p

(1)Extrate | 0,010000 1 0.,010000 2473481 0.213833

(2)pH 0,000471 1 0,000471 0116586 0,755284

1 by 2 0,014400 1 0,014400 3561813 0,155572

Error 0,012129 3 0.004043

Total S5 | 0,037000 B

Figura 111. ANOVA para PDI

5.3 ANALISE POR INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

O extrato de erva mate possivelmente apresenta muitas biomoléculas
capazes de promover a sintese verde, estes podem ser fendis e acidos fendlicos
metilxantinas, aminoacidos e outros compostos nitrogenados, &acidos graxos,
antocianinas, flavonoides, compostos terpénicos, alcanos e alcoois, carboidratos
(ALIKARIDIS, 1987). Foram realizadas analises no FTIR para o extrato e para 0s

experimentos a fim de investigar a possivel presenca/auséncia de grupos funcionais.
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As Figuras 16 e 17 apresentam os resultados das medidas por FTIR

realizados.
PH**‘\\\ Ef
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Figura 122. FTIR para AgNPs do experimento E6 obtidas por sintese verde pelo método
biolégico

_\ﬂm E10C
—'"_“x\_/__//iw E10B

_”F“\\h_#;#,ﬁ,f*’”"ﬂF_fﬂ_E\\\jﬁhfdﬂijﬁﬂ=xf~+ E10A
TN N B
TS N Es
— e T T ET
TN N ES
j/m,,% Extrato

Transmitancia (%)

- 820
——F—=ﬂjiﬁ—’—E%%L_—“”_"“Jguigiﬁllﬁi’T_‘_‘ AgGNO3
I T T T T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 STl

Comprimento de onda [l::m"}

Figura 133. FTIR para AgNPs de todos os experimentos obtidos por sintese verde pelo método

biolégico
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Analisando a Figura 16 observa-se que a banda larga a 3340cm™ é
caracteristica do grupo funcional hidréxi, presente em &gua, alcéois e compostos
fendlicos. A Figura 17 mostra que em todos oS experimentos 0S espectros se
apresentaram de forma similar. O pico em 820cm™ representa as vibracées de C-H
em aneéis aromaticos, aparecendo com menor intensidade nas NPs, podendo ser o
resultado da interagdo destes compostos com as NPs ou com outro componente do
préprio extrato. O pico a 1616 cm™ refere-se ao grupo carbonila, possivelmente aos
polifendis ou carboidratos. As bandas entre 1070-1118 cm™ podem ser atribuidas ao
estiramento vibracional de C-O-C e C-O em compostos fendlicos. Nas AgNPs houve
diminuicdo do estiramento a 3340 cm™, 1500cm™ e 820 cm™ quando comparados ao
espectro do extrato, isto indica que estes grupamentos podem estar diretamente
relacionados com a reducdo do fon metalico. Notou-se aumento no pico a 1380 cm™,
gue pode estar correlacionado ao grupo NO3 residual da solucdo de AgNOg3, que
também pode ser observado na amostra contendo apenas nitrato de prata. Para
analise destes dados foi utilizado o trabalho de Albernaz (2014) como base, por ter

obtido picos proximos ao do presente trabalho.

5.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA E BACTERICIDA MINIMA

A concentracdo tedrica de prata presente em cada pocinho é apresentada no
Quadro 3. Os ensaios foram realizados em triplicata, para CIM e CBM sendo a

médias destes resultados, mostrados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Quadro 3. Correlacdo entre po¢o e concentracdo de prata (teérica)

N° do pocinho | Concentracéo de prata tedrica (ug.mL™)
17,0
8,5
4,3
2,1
11
0,5
0,3

N[OOI~ WIN|F-
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Tabela 5. Concentracao de prata (ug.mL™) Inibitéria Minima (CIM)

Experimento | g g7 g3 g9  E10A E10B  E10C
Bactéria

P. aeruginosa 17 17 17 - 17 - -
S. aureus 7,1 7,1 57 5,7 7,1 7,1 7,1
B. cereus 1,2 1,6 4,3 - 4,3 4,3 4,3

(-) ndo houve inibicéo

Tabela 6. Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Experimento E6 E7 E8 E9 E10A E10B E10C
Bactéria

P. aeruginosa 17 17 + + + + +
S. aureus 17 + 17 + + + +
B. cereus 14,2 17 + + + + +

(+) houve crescimento microbiano

Analisando os resultados das Tabelas 5 e 6, pode-se observar que a P.
aeruginosa, devido a sua estrutura Gram negativa apresentando camada peptidica
mais espessa, precisou de uma concentracdo (ug.mL™) de prata maior para sofrer
inibicdo quando comparado com as bactérias Gram positivas, S. aureus e B. cereus.

Sharma et al., (2009) trabalhou com a sintese verde por polissacarideos e
obteve AgNPs que variaram de 25 a 50nm, sendo que as de 35nm obtiveram CIM e
CBM para S. aureus de 6,75 pm.mL™. Resultado semelhante foi observado neste
trabalho para o experimento E7 com particulas de tamanho médio 34nm que
apresentou CIM de 7,1 um.mL™, ndo apresentando CBM. Frente a bactéria P.
aeruginosa, Sharma et al. (2009) obteve CIM e CBM de 13,5 pm.mL™, enquanto
neste trabalho o experimento E7 apresentou CIM de 7,1 pm.mL™ e CBM 17 pm.mL
! Para as particulas de 50nm, o autor obteve para S. aureus e P. aeruginosa (CIM e
CBM) de 54 um.mL? e 27 pm.mL™*, em ambas, enquanto neste trabalho o
experimento E10A resultou em CIM de 7,1 um.mL™ e 17 um.mL™ respectivamente.

Estes dados podem ser melhor visualizados na Tabela 7.

Tabela 7. Correlagdo de CIM e CBM da literatura e experimental

Tamanho das (Sha?r?wrzimet al 34nm 50nm (Sharma 54nm
particulas 2009) (E7) et al., 2009) (E10A)
Bactéria CIM/CBM(um.mL™
P. aeruginosa 13,5/13,5 7,1/17 17/17 7,1/-
S. aureus 6,75/6,75 7,1/- 54/54 17/-

(-) ndo apresentou CBM
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Assim pode-se dizer que as AgNPs obtidas por sintese verde usando extrato
aquoso de erva mate apresentaram efeito bacteriostatico e bactericida frente as
bactérias P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel obter AQNPs por sintese verde em temperatura ambiente, a partir
de AgNOgs utilizando extrato aquoso de erva mate (llex paraguariensis) como agente
redutor, e registrando assim seu primeiro relato.

Na analise de UV-Vis, foram observados picos de absorbancia que variaram
de 423 a 449nm, que caracteriza a sintese de AgNPs, e a partir destes picos foram
calculados os diametros médios pelo método FWHM.

Por DLS, os experimentos apresentaram distribuicdo bimodal. Verificou-se
gque em pH mais alto as NPs tendem a nucleacdo, proporcionando menores
dimensdes, enquanto pH mais baixo tende a aglomeracéo, conferindo AgNPs de
dimensbes maiores. A concentracdo do extrato também influenciou na dimenséo das
AgNPs, onde concentracbes mais altas proporcionam AgNPs maiores e
concentracfes mais baixas, AQNPs menores.

A andlise estatistica relativa ao planejamento experimental 2 (PE2) mostrou
que existe influéncia da concentracdo de extrato no tamanho médio das particulas
pelo método FWHM.

As biomoléculas presentes no extrato aquoso de erva mate foram
responsaveis pela biorreducdo e possivel recobrimento das AgNPs, conferindo
estabilidade. Isso pode ser observado por infravermelho (FTIR), onde sugere que
compostos de cadeia aromatica, bem como polifendis ou carboidratos, presentes
com maior intensidade nas AgNPs, foram responsaveis pela formacdo de NPs.
Entdo, pode-se sugerir que 0 processo de sintese apresentou reprodutibilidade e
baixo custo.

As AgNPs sintetizadas apresentaram atividade bacteriostatica e bactericida
para P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus, no entanto para P. aeruginosa por ser
Gram-negativa necessitou de maior concentracdo de AgNPs para a inibicdo
bacteriana. Enquanto o B. cereus necessitou de menor concentracdo de AgNPs,
comparando os experimentos E7 foi mais eficaz como bacteriostatico e bactericida,

pois E9 ndo apresentou CIM ou CBM.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Determinar a cinética da reacdo de sintese verde com monitoramento da mesma;
Avaliar o comportamento e estabilidade das AgNPs quando submetidas a sintese
com maior concentracdo de extrato e pH acima de 8,5 e abaixo de 5;

Avaliar a estabilidade e manutencdo das caracteristicas das AgNPs durante um
tempo de estocagem;

Determinar a CIM e CBM para outras bactérias promotoras de DTAS;

Aplicar em alimentos.
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