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RESUMO

As diferentes aplicacdes de nanoparticulas metalicas, em especial as de prata, tem
impulsionado a busca por métodos de obtencdo de nanoparticulas de forma mais
segura, atéxica e econbmica. Nesse contexto, a sintese de nanoparticulas de prata
mediada por produtos naturais, como extratos vegetais associado ao potencial das
plantas nativas e a biodiversidade, tem-se tornado uma vertente. No presente estudo
objetivou-se sintetizar nanoparticulas de prata empregando métodos de sintese
verde, mediada por extrato aquoso e etandlico de folhas de Eugenia involucrata. Os
extratos foram preparados por turbdlise e foram avaliados quanto a caracteristicas
de pH, perfil fitoquimico e quantificacdo de compostos fendlicos. A sintese foi
realizada variando parametros de concentracéo e pH de extratos no meio reacional,
avaliando inicialmente efeitos visuais na alteracdo de coloragdo do meio,
monitoramento da formac&o de banda de ressonancia plasmonica de superficie por
espectrofotometria UV-Vis. A caracterizacao foi realizada por espectrofotometria com
transformada de Fourier e microscopia eletrbnica de transmissdo. Ambos os extratos
apresentaram caracteristicas acidas e perfis fitoquimicos semelhantes, a
determinacdo de compostos fendlicos revelou-se superior em extratos aquoso.
Quanto a sintese, os resultados evidenciaram que ambos 0s extratos possuem
compostos que atuaram como agentes redutores de ions de prata, sendo que, em
pH alcalino, o processo de sintese foi favorecido, com formacdo de nanoparticulas
de prata de menor diametro. Este estudo confirmou a potencialidade do método
extrativo e dos solventes utilizados na obtencdo de extratos da espécie como
mediadores da sintese de nanoparticulas de prata.

Palavras-chave: cerejeira do mato; biossintese; nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

The different applications of metallic nanoparticles, especially those of silver, have
driven the search for methods to obtain nanoparticles in a safer, non-toxic and
economical way. In this context, the synthesis of silver nanoparticles mediated by
natural products, such as plant extracts, associated with the potential of native plants
and biodiversity, has become a trend. The present study aimed to synthesize silver
nanoparticles using green synthesis methods, mediated by aqueous and ethanolic
extracts from Eugenia involucrata leaves. The extracts were prepared by turbolysis
and were evaluated for pH characteristics, phytochemical profile and quantification of
phenolic compounds. The synthesis was performed by varying the concentration and
pH parameters of extracts in the reaction medium, initially evaluating visual effects on
the color change of the medium, monitoring the surface plasmonic resonance band
formation by UV-Vis spectrophotometry. The characterization was performed by
Fourier transform spectrophotometry and transmission electron microscopy. Both
extracts showed similar acidic characteristics and phytochemical profiles, the
determination of phenolic compounds proved to be superior in aqueous extracts. As
for the synthesis, the results showed that both extracts have compounds that acted
as reducing agents of silver ions, and at alkaline pH, the synthesis process was
favored, with the formation of smaller diameter silver nanoparticles. This study
confirmed the potential of the extractive method and the solvents used to obtain
extracts of the species as mediators of the synthesis of silver nanopatrticles.

Keywords: cherry tree; biosynthesis; silver nanopatrticles.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia nas duas Ultimas décadas avancou de forma exponencial
suas pesquisas, tornando-se um campo promissor. Com o cenario favoravel, as
nanoparticulas metélicas (NPMs) tornaram-se comumente estudadas, em funcao
das propriedades fisico-quimicas e por suas diversas aplicagbes, como nas areas
alimenticia, de saude humana e animal, cosmética, farmacéutica, quimica e
eletrénica (HABIBULLAH; VIKTOROVA; RUML, 2021; IRAVANI et al., 2014).

Dentre as nanoparticulas metalicas amplamente pesquisadas, as
nanoparticulas de prata tem despertado interesses, devido as suas aplicacdes e
propriedades, em destaque as aplicacbes na area biomédica (NAJAHI-MISSAOUI;
ARNOLD; CUMMINGS, 2021). As nanoparticulas de prata apresentam atividades
antimicrobianas, potencial no diagndstico e tratamento de doencas oncoldgicas
(LEE; JUN, 2019), aplicacdes em biossensores para diagnosticos, aplicagbes na
odontologia e em componentes eletrénicos (IRAVANI et al., 2014; XU et al., 2020).

O potencial do emprego das nanoparticulas de prata em diferentes
segmentos, impulsionou a busca por diferentes métodos de obtencdo. Métodos
fisicos convencionais sdo empregados com objetivo de ter nanoparticulas de
caracteristicas puras, porém o alto custo e o tempo tornam o processo por vezes
inviavel (ZHANG et al., 2016).

Os métodos quimicos comumente usados na sintese, envolvem basicamente
a reducao quimica, mas 0 processo exige uso de reagentes tOXicos e agressivos ao
ambiente e a saude, além de gerarem subprodutos de toxicidade desconhecida,
embora sejam métodos amplamente usados, as nanoparticulas obtidas por esta
técnica requerem um estudo cauteloso das suas aplicagcdes (GUDIKANDULA;
CHARYA MARINGANTI, 2016; LEE; JUN, 2019).

Diante das desvantagens e limitacdes dos métodos convencionais de sintese
de nanoparticulas metalicas, houve a necessidade do desenvolvimento de métodos
alternativos, de modo que fossem ambientalmente e economicamente acessiveis,
surgindo abordagens biol6gicas para a sintese de nanoparticulas metélicas, a
sintese verde, que usam microrganismos e plantas (LEE; JUN, 2019).

A sintese verde mediada por plantas tem como abordagem métodos simples,
rapidos, de baixo custo, sem uso de solventes toxicos, melhor custo beneficio e

melhor aceitabilidade em diferentes aplicacfes, devido a biocompatibilidade, quando
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comparadas a técnicas convencionais e com a sintese mediada por microrganismos
(GEETHA et al., 2013; HAMIDA et al., 2021; RONAVARI et al., 2021).

Diversas plantas tem sido empregadas na sintese verde de nanoparticulas de
prata. E no que diz respeito ao uso de plantas para diversas finalidades, o Brasil
apresenta-se como uma importante fonte desse recurso natural (NEWMAN, 2017,
RIBEIRO et al.,, 2018). A variedade de plantas brasileiras confere uma éarea
promissora de pesquisa, para hovos medicamentos, tratamentos e uso benéfico das
plantas e seus produtos (ROSA et al., 2021).

Ao citar a flora brasileira, a familia de plantas Myrtaceae destaca-se como
sendo uma das familias mais importantes no territério nacional, compreendendo
diversos géneros e espécies. Dentro dessa variedade, a espécie Eugenia
involucrata, popularmente conhecida como cerejeira do mato, tem demonstrado
potencial biolégico para atividade antioxidante e antimicrobiana, além de ser uma
espécie nativa da regido sul do Brasil (INFANTE, 2013; TOLEDO, 2020).

Nesse contexto, o presente estudo propde a avaliacdo do potencial de uso de
extratos de folhas de Eugenia involucrata na obtencdo de nanoparticulas de prata,

por meio do método de sintese verde.
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2 OBJETIVO

Nesta secao serdo abordados o objetivo principal do trabalho e os objetivos

especificos que foram elencados para atingir o objetivo geral.

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho consiste em sintetizar nanoparticulas de
prata empregando um método de sintese verde, mediada por extratos aquoso e

etandlico de folhas de Eugenia involucrata.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir extratos aquoso e etandlico de folhas de Eugenia
involucrata;

e Determinar o teor de constituintes extraiveis e o pH de cada extrato;

e Determinar o perfil fitoquimico dos extratos por meio de analises
gualitativas;

e Determinar compostos fendlicos dos extratos obtidos;

e Sintetizar nanoparticulas de prata, empregando 0s extratos como
mediadores da sintese;

e Caracterizar as nanoparticulas de prata obtidas.
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3 DESENVOLVIMENTO

Nesta sec¢do faz-se uma revisdo da literatura na qual sdo contextualizados
0S aspectos relacionados a nanotecnologia, as principais aplicacbes de material
nanométrico, as nanoparticulas metalicas (NPMs), apresentando o potencial das
aplicacbes das mesmas, com foco nas nanoparticulas de prata (AgNPs), um dos
nanomaterias mais estudados. Nas subsecOes sequentes sao descritos 0s
processos de sintese convencional para a obtencdo de AgNPs, com vantagens e
desvantagens de cada método empregado e como é possivel obter AgNPs por
sinteses alternativas como, a sintese verde mediada por plantas que minimiza as
principais desvantagens apresentadas pelos métodos convencionais. Deste modo,
sdo abordados aspectos relacionados as plantas, e o potencial de uma espécie

nativa no Brasil, a espécie Eugenia involucrata, para o processo de sintese.

3.1 Nanociéncia e Nanotecnologia

A nanociéncia consiste no estudo dos fen6menos em escala de nanémetros,
gue variam entre 1 e 100 nm. Com o desenvolvimento da nanociéncia e sua
aplicacdo, o termo nanotecnologia tornou-se mais comumente utilizado. A
nanotecnologia em sua dimensdao envolve o desenvolvimento tecnoldgico
englobando a producdo, caracterizacdo e aplicacdo de materiais em escala
nanométrica (ELIAS, 2012).

A nanotecnologia pode ser entendida como um artificio da ciéncia que pode
proporcionar a transformacéo de diferentes areas, dentre elas de bens de consumo,
saude, educacdo e seguranca. A tecnologia em escala nanométrica esta presente
em diversos produtos e materiais no nosso cotidiano, como em produtos cosmeéticos,
em embalagens inteligente de alimentos, na construcao civil, na medicina, nas areas
de diagndsticos, em sensores eletrénicos, na agricultura e em tecidos com diferentes
propriedades, como antimicrobiana (ALMEIDA et al., 2015; GOMES, 2019).

A obtencdo de particulas com dimensdes pequenas apresentam
propriedades especificas, e, por meio dessas, o desenvolvimento de sistemas com
nanoestruturas tornaram mais atrativas, para aplicacdo em diferentes areas da
ciéncia (ELIAS, 2017; ALMEIDA, 2015). Devido ao tamanho em escala nanométrica,

a razdo entre a area de superficie e o volume aumentam a capacidade de se
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tornarem mais reativas, o que implica em diversas aplicagbes, quando comparadas
a outros materiais (ALBERNAZ, 2014; ZHANG et al., 2016).

O investimento com nanotecnologia aumentou consideravelmente ao longo
dos anos, sendo que mais de 60 paises ja lancaram programas de apoio a essa
tecnologia. Na década de 1990, os Estados Unidos assumiram a liderangca no
desenvolvimento de programas nacionais para o estudo da nanociéncia (YU et. al.,
2016).

No Brasil, o desenvolvimento da nanociéncia e da nanotecnologia, teve
inicio nos anos 2000, com a publicacdo de um Edital do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPqg), com o intuito de incentivar
pesquisas na area (LAURETH & INVERNIZZI, 2012; LEONEL, 2010).

Tanto a nanociéncia quanto a nanotecnologia tornaram-se importantes
temas no meio cientifico e industrial, atuando na qualidade de vida da sociedade.
Consequentemente, o numero de estudos vinculados a nanotecnologia e sua
aplicabilidade vem aumentando o interesse por pesquisas nesta area (LOPEZ-
LORENTE, VALCARCEL, 2016).

3.2 Aplicacdes das nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas (NPMs) tem sido amplamente utilizadas em
diversas areas da ciéncia e tecnologia devido a forma, tamanho e composi¢cao que
estdo diretamente ligados as propriedades fisicas, quimicas e biologicas. Outras
propriedades das nanoparticulas metalicas estdo sendo exploradas, como as
propriedades magnéticas, Opticas e elétricas (LEE; JUN, 2019; ZHANG et al., 2016).
As propriedades e aplicacdes sdo dependentes das caracteristicas resultantes da
sintese, sendo perceptiveis em estudos que a forma e tamanho das NPMs podem
potencializar a sua aplicacdo (GRACA, 2015; AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI,
2014).

As nanoparticulas metalicas apresentam aplicacbes em produtos
relacionados ao bem estar e consumo em diferentes areas, dentre elas destacam-se
a area medicinal e farmacéutica (com o desenvolvimento de formulacdes de
medicamentos "drug delivery”, agentes antimicrobianos e cosméticos), na area de
diagndstico (por meio de biossensores e bioimagem celular), na indastria alimenticia

(com embalagens que apresentam propriedades antimicrobianas e aditivos
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alimentares) e a industria téxtil (através da engenharia de tecidos) (GRACA, 2015;
ALMEIDA, 2015).

As NPMs séo sintetizadas a partir de varios metais, tais como o ouro, niquel,
selénio, ferro, zinco e prata (CHINNASAMY et al., 2019). Entre as varias
nanoparticulas metalicas disponiveis, as nanoparticulas de prata sdao um dos
nanomateriais mais estudados. Do ponto de vista industrial e comercial, essas
nanoparticulas sdo as mais utilizadas e que apresentam maior aplicabilidade, devido
as caracteristicas intrinsecas, como estabilidade quimica, maleabilidade, alta
condutividade elétrica e térmica, baixo custo de producao e principalmente atividade
antimicrobiana (DURAN et al., 2019).

3.3 Sintese de nanoparticulas metalicas

As técnicas utilizadas na sintese de NPMs, incluindo as nanoparticulas de
prata (AgNPs), podem ser obtidas por processos fisicos e quimicos (Figura 1), sendo
gue em ambas abordagens as nanoparticulas resultantes apresentam
caracteristicas e aplicacfes especificas (BEYENE et al., 2017).

Nos métodos fisicos de sintese de NPMs, a abordagem tem como principio
diminuir a massa de um material até atingir tamanhos menores, as mesmas Sao
obtidas por basicamente duas técnicas, a evaporacdo-condensacdo e ablacdo a
laser (OLIVEIRA, 2018).

Na técnica de evaporacdo-condensacdo, as nanoparticulas sdo obtidas
através do que se chama rota de fase gasosa, onde tem-se um forno tubular
horizontal, em que no centro, ha um recipiente que tem uma fonte de metal, na qual
€ vaporizada por um gas de arraste, 0 que permite a sintese. O sistema desse forno
tubular pode ser modificado para favorecer o rendimento e tamanho das NPMs
(CHUGH et al., 2018).

Embora possam ser controlados o rendimento, forma e tamanho das NPMs,
o sistema tubular (forno tubular), ocupa muito espaco fisico, podendo acarretar em
um consumo excessivo de energia, elevando-se a temperatura devido ao
aquecimento da fonte de metal, requerendo assim um tempo maior para atingir a
estabilidade térmica operacional (IRAVANI et al., 2014).

Na técnica de ablacdo a laser, as NPMs sdo sintetizadas a partir de uma
fonte de metal, que é colocada em um meio liquido, esse meio liquido sofre uma

irradiacdo com um laser pulsado, onde passa a conter apenas as nanoparticulas da
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fonte de metal base, 0 que elimina a presenca de outros ions, compostos ou agentes
redutores que ndo sdo de interesse na sintese. Parametros do laser podem ser
modificados para a obtencdo das nanoparticulas com as caracteristicas desejaveis
para as aplicacdes pretendidas, essa técnica resulta em nanoparticulas de alto grau
de pureza, uma vez que, nao faz uso de solventes e reagentes toxicos (LEE; JUN,
2019).

Figura 1 - Processos de obtencédo de nanoparticulas metalicas (NPMs).
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Fonte: adaptado de Elias (2017).

A obtencdo de NPMs por métodos quimicos consiste em uma das
abordagens mais empregadas em escala industrial e académica (AHMED et al.,
2016; BEYENE et al., 2017).

A sintese de NPMs por métodos quimicos, envolve um processo de reducéo
de um cation proveniente de um precursor metalico para um elemento de valéncia
zero, através da transferéncia de elétrons, por exemplo, na sintese por métodos
guimicos de AgNPs, ocorre a reducdo de Ag* em AgP. Além do precursor metalico, a
sintese quimica faz uso de agentes redutores, porém 0s mesmo em sua maioria Sao
solventes agressivos e por vezes toxicos. Este método caracteriza-se como um dos
métodos de sintese mais empregados, em fungcdo do menor custo de processo, das

caracteristicas fisico-quimicas das NPMs resultantes que facilitam sua aplicacéo e
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da variedade de técnicas de obtencdo, quando comparadas com métodos fisicos de
sintese (GOMES, 2019; ZHANG et al., 2016). As principais técnicas de sintese de
NPMs por métodos quimicos séo apresentadas na Figura 2.

Figura 2 - Principais técnicas utilizadas na obtencdo de NPMs por método quimicos.
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Fonte: adaptado de Gomes (2019).

A técnica por microemulsao, permite maior controle de tamanho e forma de
NPMs, envolve um sistema contendo sal iénico (sal metalico) e outro contendo um
agente redutor, quando ambos sistemas sao colocados juntos, ocorre a colisdo entre
as emulsdes, ocasionando uma mistura de reagentes, que promovem a reducao dos
ions de sal metalico para atomos neutros, que posteriormente forma as NPMs
(HABIBULLAH; VIKTOROVA; RUML, 2021).

Na técnica de fotorreducédo, a reducédo dos precursores metalicos ocorre sob
iluminacao. As principais fontes sao a luz ultravioleta, luz solar e luz a laser, sendo a
mais comumente utilizada a luz ultravioleta, em func¢éo disso, a técnica ndo requer o
uso de equipamentos complexos, além de favorecer a formacdo de NPMs em

diferentes superficies (XU et al., 2020).
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No método eletroquimico aplica-se um potencial elétrico que promove a
reducdo de ions metalicos para valéncia zero, com isso a nucleacdo e crescimento
ocorrem sob um campo elétrico. Neste método as NPMs sintetizadas apresentam
diferentes tamanhos (IRAVANI et al., 2014; XU et al., 2020).

No método de irradiacdo por microondas, ocorre o aquecimento rapido do
precursor metalico, favorecendo a formag&o de nucleos contendo os ions metalicos.
Por ocorrer rapidamente, apresenta como vantagem, a economia de tempo de
sintese e pode ser usado em larga escala (XU et al., 2020).

A técnica mais empregada dos métodos quimicos de sintese € a reducao
guimica que ocorre na presenca de um sal metalico, na qual é reduzido em atomos
metalicos com valéncia zero. Esses atomos se agregam, formando aglomerados, o
gue denominam de embrides, que encontram-se em solugéo e estdo envolvidos em
um processo denominado de dissociacdo-condensacdo. Como novos atomos sao
gerados nesse sistema, o aglomerado ou embrido, apresenta um aumento de
tamanho e se separa da solugcdo, em um processo de nucleacao, o resultado deste
processo denomina-se como nucleo (Figura 3). Com a formacéo deste nudcleo, os
atomos que continuaram sendo gerados no sistema se agregam, formando
particulas maiores, as NPMs (ELIAS, 2017; SIGNORI, 2015).

Figura 3 - llustracdo das fases de processos de formagdo das nanparticulas metélicas por
reducdo quimica.
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Fonte: adaptado de Habibullah; Viktorova; Ruml (2021).

Embora seja um método simples, reprodutivel e de custo acessivel, a
sintese por reducdo quimica de ions utiliza reagentes agressivos e tem a formacgéao
de residuos, que podem ser considerados toxicos para a saude humana e meio
ambiente (ROATA, 2018).

Visando a minimizar esses impactos, surgiu o que foi designado de sintese
verde, métodos que utilizam recursos naturais, como microrganismos e plantas, para
a obtencdo de NPMs. A sintese por processos biologicos tem varias vantagens,

como facil execuc¢do, maior economia, menor toxicidade e menos agressivo ao meio
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ambiente, sendo uma alternativa para as desvantagens dos métodos convencionais
(MONDAL et al., 2020).

A sintese verde de nanoparticulas mediada por microrganismos ou plantas,
se baseia na reducdo quimica dos ions metalicos, porém ndo requer um agente
estabilizador externo, de modo que, os constituintes biolégicos do sistema exercem
a func@o de agentes redutores e estabilizantes para as nanoparticulas metalicas,
tornando um meétodo vidvel economicamente e ecologicamente (CHINNASAMY;
CHANDRASEKHARAN; BHATNAGAR, 2019).

Com a crescente preocupacao na otimizacao de recursos e a demanda por
processos, produtos e subprodutos menos agressivos ao ambiente, aliado a
popularidade dos meétodos verdes, surgiu a possibilidade do uso de diferentes
fontes para a sintese verde, como organismos Vivos e extratos celulares (Figura 4)
(GURUNATHAN et al., 2014; RONAVARI et al., 2021). Entre as diferentes fontes
naturais para obtencdo de NPMs, as plantas e produtos vegetais, dentre eles os
extratos vegetais estdo facilmente disponiveis e consistem em uma das rotas mais
convenientes (ESCARCEGA-GONZALEZ et al., 2018).

Figura 4 - Principais fontes para a sintese verde de nanoparticulas metalicas.
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Fonte: adaptado de Habibullah; Viktorova; Ruml (2021).
3.4 Sintese verde mediada por plantas

Os métodos fisicos e quimicos de obtengcdo de NPMs, por vezes,
apresentam diversas desvantagens que podem comprometer a aplicabilidade

tecnolégica e biolégica das nanoparticulas resultantes (MOUSAVI et al., 2018;
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RAFIQUE et al., 2017). Logo, a busca por uma rota alternativa simples, econdémica,
sem o emprego de reagentes toxicos e que forneca produtos de qualidade, ganhou
consideravel atencdo, surgindo dessa forma, a sintese verde, de modo a tornar-se
um ramo-chave da nanotecnologia (MATHUR et al., 2018). Neste ramo, as
nanoparticulas sao sintetizadas usando extratos de plantas, fungos, bactérias, algas
e virus.

Nesse contexto, as plantas sdo excelentes op¢des para a sintese de NPMs,
por apresentarem ampla disponibilidade e grande variedade de metabdlitos
redutores (OTUNOLA et al., 2017), menor risco biolégico e menor custo de
isolamento, como no uso de microrganismos (MATHUR et al., 2018).

De acordo com revisao bibliografica realizada por Rana; Yadav; Jagadevan,
(2020), em banco de dados Scopus, com base nos ultimos 10 anos (periodo de
2010 a 2019), foi verificado um aumento exponencial de publicacdes, que relatam a
sintese de nanoparticulas mediadas por plantas, sendo verificado que em 2010 o
numero de artigos recuperados foi de 15 publicacdes e no ano de 2019 foram 149
publicacdes. Conforme observado ainda, o nimero de pesquisas que envolve a
obtencdo de NPMs, apresenta maior porcentagem para as sinteses realizadas a
partir de plantas (Figura 5).

Figura 5 - Porcentagem de palavras-chave como mediadoras na sintese verde de
nanoparticulas metélicas.

Sintese Verde NPMs

7%
m Algas

34% Fungos
Bactérias

Plantas

~ m Biomoléculas

Fonte: adaptado de Rana; Yadav; Jagadevan (2020).

Os autores atribuem essa diferenca, nos numeros de pesquisas com

plantas, em funcdo da maior variabilidade de compostos presentes nas mesmas, 0
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que facilita as reagfes de sintese de nanoparticulas metalicas.

Por apresentar uma abordagem promissora, a sintese verde mediada por
plantas emprega o0 uso de extratos de diferentes partes da planta, como raizes,
caule, cascas, folhas, flores, frutos e sementes, na biossintese de nanoparticulas
metalicas, em especial as nanoparticulas de prata, e como resultado, tem-se uma
variedade no tamanho e forma dessas nanoparticulas (RATAN et al., 2020;
HABIBULLAH; VIKTOROVA; RUML, 2021). Esses extratos contém uma gama de
compostos organicos, como enzimas, alcaldides, terpenos, saponinas, flavonoéides,
taninos, compostos fendlicos, catequinas, grupos funcionais de acidos carboxilicos,
cetonas, alcoois, que sédo classificados como metabdlitos que existem naturalmente
nas plantas (AL-RUBAYE et al., 2020; HABIBULLAH; VIKTOROVA; RUML, 2021).

Os compostos e grupos funcionais presentes nos extratos, tais como
flavondides, alcaldides, taninose saponinas atuam como agentes redutores na
sintese, contribuindo para a reducéo de Ag*a AgP, e simultaneamente, atuam como
agentes estabilizadores na reacdo. Embora, seja 0 mecanismo de reacdo mais
proposto, 0 mesmo ainda precisa ser melhor elucidado (KAABIPOUR; HEMMATI,
2021; XU et al., 2020).

A sintese verde de nanoparticulas metalicas, a partir de extratos vegetais,
pode ser influenciada por diferentes parametros, como temperatura, tempo de
sintese, pH, concentracao de extrato e sal metalico. Além disso, a selecao da planta,
e a parte a ser utilizada, bem como o processo extrativo dos compostos, torna-se
fundamental na sintese (RAFIQUE et al., 2017).

3.5 Produtos naturais

O uso de plantas e derivados vegetais para profilaxia e tratamento de
doencas é datada deste a antiguidade por diversas civilizacdes (BHATTACHARYA,
2017). Pode-se atribuir a utilizacdo de plantas com propriedades medicinais, ao
conhecimento tradicional passado de geracdo em geracdao. O emprego na medicina
popular brasileira, deve-se a mistura de culturas (BOLSON et al., 2015).

O Brasil possui a maior extensao territorial da América do Sul, sendo
classificado efetivamente como o quinto maior pais do mundo (NEWMAN, 2017). A
grandeza em area territorial abriga seis diferentes biomas (Figura 6), estes biomas
contribuem para uma rica diversidade em termos de fauna e flora. Estima-se que

cerca de 20 a 22% de toda biodiversidade mundial esteja concentrada no pais, com
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aproximadamente 46 mil espécies de algas, fungos e plantas identificadas e
catalogadas (AMPARO et al., 2021; GUIMAR, 2017).

A flora brasileira, consiste em uma importante fonte de compostos ativos,
sendo fonte primaria para descoberta de novos compostos. A investigacdo do
potencial das plantas medicinais brasileiras possibilita uma nova alternativa para o
tratamento de diversas doencas. Considerando o potencial terapéutico das plantas e
produtos naturais, pesquisas tem sido realizadas, concentrando-se nas atividade
promissoras de plantas medicinais (RIBEIRO et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

Figura 6 - Mapa dos biomas brasileiros.
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Fonte: Nascimento, Ribeiro (2017).

Nesse sentido, estudos com plantas buscam correlacionar a interacdo dos
metabolitos secundarios presentes nas plantas, com as atividades bioldgicas
desempenhadas, como atividade antioxidante e antimicrobiana (AZEVEDO et al.,
2011; SANTOS et al., 2018).

3.6 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae apresenta distribuicdo pantropical, de modo que sua
distribuicdo geografica se concentra em regides tropicais e subtropicais, tendo como

principais centros de ocorréncia e com maior diversidade de espécies, as regides da
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América do Sul e Australia (FAMUYIDE et al., 2019; FERREIRA et al., 2020; LIMA;
CADDAH; GOLDENBERG, 2015; STADNIK; OLIVEIRA; ROQUE, 2016).

Myrtaceae é considerada uma das familias de plantas mais importantes da
flora brasileira, com 23 géneros e mais de 1000 espécies presentes em todo o
territério nacional, compreendendo diversos tipos de vegetacao, sendo associada a
uma das familias com maior riqueza de espécies vegetais (SILVA; MAZINE, 2016;
LIMA; CADDAH; GOLDENBERG, 2015; MORAIS; CONCEIQAO; NASCIMENTO,
2014).

Por englobar espécies de plantas lenhosas, que variam de arbustos a
arvores altas, a familia Myrtaceae nédo se destaca somente pela ampla distribuicao
de espécies, mas apresenta valor econémico, em funcdo do uso da madeira para
producéo de papel, carvdo e construgcdo. Algumas espécies dessa familia possuem
frutas comestiveis, utilizadas na fabricacdo de sucos, geleias e doces, ou
especiarias, sendo outras espécies usadas como decorativas (CASCAES et al.,
2015; MONTALVAN et al., 2019).

Além dos fatores que contribuem para o destaque dessa familia, 0 seu uso
na medicina popular para tratamento e profilaxia de doencas tem sido notério, por
meio de pesquisas com as diversas espécies compreendidas na familia Myrtaceae.
As principais propriedades exploradas como efeitos terapéuticos sédo atividades
antifangica, antibacteriana, antioxidante, hipoglicémica, antiinflamatérias e disturbios
gastrointestinais (FERREIRA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2016; MONTALVAN,
et al., 2019; FAMUYIDE et al., 2019).

3.7 Género Eugenia

A familia Myrtaceae apresenta ampla distribuicdo e dentre os mais diferentes
géneros e espécies de plantas dessa familia, 0 género Eugenia se destaca. Possui
mais de 500 espécies e aproximadamente 400 sdo encontradas no Brasil,
ocorrendo em todos os estados e biomas nacionais, com maior ocorréncia na Mata
Atlantica, onde o género apresenta maior dominancia (GIARETTA et al., 2019;
LAZARINI et al., 2020; SIMOES et al., 2018).

As espécies do género Eugenia apresentam frutas comestiveis, possuindo
relevancia ecolégica, uma vez que, os frutos sdo fontes de alimento. Além disso, 0
consumo das frutas in natura, o consumo de geleias, doces e licores a partir das

frutas, aliado ao uso da madeira e de algumas espécies para fins ornamentais, torna
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este género importante economicamente (LAZARINI et al., 2020; VASCONCELOS
et al., 2018). As frutas do género apresentam alto valor nutricional, sendo
amplamente recomendadas como fontes de minerais, vitaminas, compostos
fendlicos, carotenodides, acucares, fibras e outros compostos bioativos (ARAUJO et
al., 2019).

Além da importancia econdmica, o género esta sendo estudado em diversos
aspectos, fato evidenciado pelo nimero de pesquisas e publicacdes, que investigam
o potencial farmacéutico, baseado em caracteristicas nutricionais e propriedades
farmacolégicas, como atividade antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatério e
digestiva (PAULO FARIAS et al., 2020; GIARETTA et al., 2019; SARDI et al., 2017).

No que tange o uso na medicina popular, sdo usadas principalmente em
infusdes, como agente diurético, antimicrobiano, hipotensor, hipoglicémico, doencas
estomacais e inflamatoérias (COSTA et al., 2016; COSTA et al., 2020)

3.8 Eugeniainvolucrata

A espécie Eugenia involucrata, popularmente conhecida como "cerejeira-do-
mato" e "cerejeira-do-Rio-Grande", € uma espécie arborea nativa da regido Sul do
Brasil, ocorrendo nos estados de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul, conforme
apresentado na Figura 7, além das regifes brasileiras, a espécie também tem
ocorréncia em alguns paises da América do Sul, como Argentina, Uruguai e
Paraguai (CARVALHO, 2009).
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Figura 7 - Regides identificados de ocorréncia de Eugenia involucrata no Brasil.
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Fonte: Carvalho (2009).

A espécie apresenta folhas simples com face superior verde escura e
brilhosa, o caule escamante de cor cinza amarronzado e verde, com a producéo de
frutos comestiveis vermelho escuros (BARZOTTO et al., 2019; DEGENHARDT;
FRANZON; COSTA, 2007).

A cerejeira do mato apresenta importancia ecolégica, por se tratar de uma
espécie empregada na recuperacao de areas degradadas, principalmente pelo fato
dos frutos serem consumidos pela avifauna, além de contribuir atraindo agentes
polinizadores. Também pode ser utilizada como planta ornamental pela beleza de
suas flores (GUERRA et al., 2016; WAGNER, 2017).

Os frutos além de serem consumidos por animais, sdo préprios para
consumo humano, sendo apreciados in natura, ou utilizados para producédo de
doces, geleias, licores e sucos (CARVALHO, 2009; TORRES DE SOUZA et al.,
2015).

Na medicina popular suas folhas sdo usadas na forma de chas,
principalmente com acdo antidiarreica e digestivas (SAUSEN et al., 2009), além de
serem usados como hipoglicemiantes (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012).

Além dos aspectos econdmicos e ecoldgicos, a espécie tem demonstrado
potencial biolégico, sendo que na literatura estudos investigando atividade bioldgicas
dos extratos das folhas, frutos e sementes sdo encontrados. Nicacio et al., (2017),

avaliaram o potencial antioxidante da fruta de E. involucrata, na qual sementes e
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cascas, apresentaram maior potencial antioxidante, porém a determinacdo de
compostos fendlicos foi maior na polpa. Extratos das sementes também
demonstraram atividade antitumoral e capacidade antioxidante (GIRARDELO et al.,
2020). TOLEDO et al., (2020) identificaram 28 compostos do 6leo essencial das
folhas de E. involucrata, e avaliaram a atividade bacteriana, com resultados de

inibicdo satisfatorios para bactérias gram-positivas.



30

4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secao seréo apresentados as metodologias utilizadas nesta pesquisa.
Os métodos abrangem deste a coleta do material vegetal, processamento para
obtencdo dos extratos, andlises quantitativas e qualitativas dos mesmos e o
processo de sintese verde de AgNPs a partir dos extratos, bem como, os testes
indicativos de formacao de AgNPs.

4.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta das folhas de Eugenia involucrata foi realizada no Parque das Aves
do municipio de Toledo, regido oeste do estado do Parana, no més de agosto de
2019. A localizacéo geografica da coleta contempla as informacfes S 24°43'34.529",
W 53°44'41.189". A espécie ja se encontrava devidamente identificada pela biologa
Lilian Q. Cardoso, e a amostra do material botéanico (exsicata), ja havia sido
anteriormente depositada e registrada no herbario central da Pontificia Universidade
Catolica do Parana - Campus Curitiba, sob o registro HUCP 24563, pois a mesma

planta foi utilizada em trabalho anterior (SATO et al., 2018).

4.2 Preparo do extrato aquoso e etandlico

As folhas foram separadas e lavadas com agua corrente, sem friccdo e
posteriormente foram submetidas a secagem em estufa de circulacdo de ar a 40°C
por quatro dias. As folhas secas foram moidas em moinhos de facas (TECNAL, TE-
650), até obtencéo de pao fino.

A partir da amostra seca e moida, foram preparados extratos na proporcao
1:10 (amostra vegetal: solvente), pelo método de turbdlise por 10 minutos, usando
como solvente, alcool etilico 99% (Qhemis) e agua destilada. Os extratos obtidos,

foram filtrados em papel filtro qualitativo.

4.3 Determinacao do potencial hidrogeniénico

A afericdo do potencial hidrogeniénico (pH) dos extratos foram realizados em
triplicata, a temperatura de 25°C em pHmetro previamente calibrado da marca
HANA® e modelo HI 2222.
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4.4 Determinacdo de teor de constituintes extraiveis (residuo seco)

A determinacdo do teor de constituintes extraiveis (residuo seco) foi
realizada conforme método da Farmacopéia Brasileira, (2010). Foram adicionados
volumetricamente 10 mL de extratos em placas de petri, previamente dessecadas
em estufa a 105°C, e pesadas. As placas contendo os extratos foram submetidas a
aquecimento em estufa por 4 horas a 105°C e, posteriormente, foram deixadas em
dessecador até atingir temperatura ambiente. As mesmas foram pesadas e realizou-
se o calculo de teor de constituintes extraiveis expresso em porcentagem (%) de

residuo seco em relacédo a massa do extrato.

4.5 Determinacao do perfil fitoquimico por anélise qualitativa

A determinagdo do perfil fitoquimico do extrato aquoso e etandlico foi
realizada com base em procedimentos de reacdes colorimétricas e/ou formacao de
precipitado apos adicdo de determinados reagentes e formacdo de espuma apos
agitacdo mecanica. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata e os resultados
expressos em reagao positiva (+) para a presenca do composto avaliado e reacao

negativa (-) para auséncia do composto nos extratos.

4 5.1 Alcaloides

Para os compostos alcaléides foi aplicado metodologia conforme Filho e
Castro (2018). Em béquer de 100 mL aqueceu-se em banho-maria a 90°C por 10
minutos, 3 mL de extrato e 2,5 mL de solucdo de &cido cloridrico 10% (m/v). A
solucdo foi resfriada a temperatura ambiente de 25°C. E em 3 tubos de ensaio foram
adicionados 1 mL da solucdo e posteriormente foram acrescidos nestes tubos os
seguintes reativos:
e Tubo 1 - 0,5 mL de reativo Mayer. Reacdo positiva com formacdo de
precipitado branco ou turvacéo da solucéo.
e Tubo 2 - 0,5 mL do reativo de Wagner. Reac¢do positiva com formacdo de
precipitado alaranjado.
e Tubo 3 - 0,5 mL do reativo de Libermann-Bouchard. Reag&o positiva com

formacé&o de precipitado alaranjado ao avermelhado.
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4 5.2 Flavondides

Para o teste de presenca ou auséncia da classe de flavondides foi realizado
o teste de Shinoda, conforme metodologia adotada por Sousa (2020). Onde em tubo
de ensaio contendo 3 mL de extrato, foram adicionados uma pequena fracao de fita
de magnésio (aproximadamente 0,5 cm de didmetro) e 1 mL de acido cloridrico P.A.
A solucao exibe efervescéncia total no final da reagéo.

4.5.3Polissacarideos

Os compostos polissacarideos foram avaliados conforme método proposto
por Filho e Castro (2018). Onde 3 mL de extrato foram adicionados em tubo falcon
contendo 5 mL de agua destilada. A solugéo foi homogeneizada por inversédo por
aproximadamente 30 segundos, apos foi adicionado 0,5 mL de solugéo de lugol 1%

(m/v). Reacao é positiva com visualiza¢ao de coloragéo azul.

4.5.4 Saponinas

Para determinacdo de saponinas, foi adotado metodologia aplicada no
trabalho de Sousa (2020). Em tubo falcon, foram adicionados 10 mL de agua
deionizada e 5 mL de extrato. Foi agitado vigorosamente em agitador do tipo vortice
por 2 minutos para formacdo de espuma. A reacdo apresenta-se positiva se a

espuma formada permanecer ap0s repouso por 15 minutos.

4 5 5Taninos

O ensaio para taninos, foi realizado conforme metodologia proposta por
Oliveira et al., (2017), adaptada. Em tubo de ensaio contendo 2 mL de extrato
adicionou-se 10 mL de agua destilada, nos quais foram adicionadas 2 gotas de
cloreto férrico 10%. A coloracdo azul indica presenca de taninos hidrolisaveis, e

coloracéo verde de taninos condensados.
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4.5.6 Triterpenos e esterdides

A metodologia para avaliacdo destes compostos foi conforme método
adaptado de Oliveira et al. (2017). Em tubos de ensaios contendo 2 mL de extrato,
foram adicionados 5 mL de cloroférmio, em cada tubo procedeu as reacfes de
Lierbermann-Burchard e Salkowski. Os triterpenos desenvolvem coloracao estavel e

os esteroéides desenvolvem coloragdo mutavel com o tempo (15 minutos).

4.6 Determinacédo de compostos fendlico

A determinacdo de compostos fendlicos foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, que envolve a reducdo do reagente por
compostos fendlicos presentes na amostra vegetal. A metodologia adotada foi
conforme metodologia descrita por Sato et al. (2018).

Em tubos de ensaios foram adicionados 200 pL da solugdo amostra, 1000
pL do reagente de Folin-Ciocalteau e apos foram adicionados 800 uL de carbonato
de sodio (7,5%). A mistura ficou incubada a temperatura de + 25°C por 1 hora e a
leitura foi realizada em espectrofotometro (FENTO, Cirrus 80), com comprimento de
onda de 765 nm. Nestas mesmas condi¢cdes, submeteu-se a solucdo padrdo de
acido galico nas concentracbes de 20 a 70 pL, para obtencdo da curva de
calibracdo. Como branco, foi utilizada a solucdo empregada no preparo da curva,
sem adicdo do acido gélico. A quantidade de compostos fendlicos dos extratos foi

determinada em pg/mL e a determinacéo foi realizada em triplicata.

4.7 Andlise de espectrofotometria na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) dos extratos

A andlise de espectrofotometria na regido do infravermelho foi realizada em

espectrometro Perkin Elmer®, utilizando o acessorio de reflexdo total atenuada (ATR

- Atenuated Total Reflectance), que possui sensor de diamante, na faixa espectral

de 4000-650 cm™ com resolucéo de 2 cm* e 32 scans.

4.8 Sintese de nanoparticulas de prata

Diversos parametros podem interferir em reacdes de sintese verde de
AgNPs, tais como composi¢cédo e concentracdo dos extratos, temperatura, tempo de

sintese e pH do meio reacional. Sendo assim, neste trabalho foram elencados
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algumas variaveis que podem interferir na sintese de AgNPs, conforme apresentado

na Tabela 1.

Tabela 1 - Condi¢cBes avaliadas no processo de sintese verde de AgNPs a partir de extratos de
folhas de E. involucrata.

Fator Condicéo
Aquoso
Solvente extrator
Etandlico
0,5 mg/mL
Concentracao de extrato
1,0 mg/mL

Sem ajuste de pH
pH do meio reacional

pH 11

Fonte: Autoria prépria (2022).

Os extratos das folhas de E. involucrata foram rotaevaporados, congelados e
liofilizados para maior conservacdo do material. A partir do material liofilizado, os
extratos foram ressuspensos em agua destilada, filtrados e diluidos sucessivamente
até obtencao das concentracdes de 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL.

Para cada extrato,nas diferentes concentracfes obtidas, foi determinado o
potencial hidrogénionico (pH), com auxilio de pHmetro, previamente calibrado. Na
sequéncia, foram separadas duas aliquotas de cada extrato, sendo que na primeira
aliquotas apenas verificou-se o pH, isto é, sem realizar quaisquer ajuste do mesmo;
e na segunda aliquota, o pH foi ajustado com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH)
0,1 mol/L até obtencdo de pH 11.Para evitar repeticdo de termos criou-se

denominac@es das condi¢cdes avaliadas, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Denominag6es de identificagdo das condi¢c8es dos extratos utilizados na sintese.

Condicéo Denominacéo
Extrato Aquoso 0,5 mg/mL EAl
Extrato Aquoso 1,0 mg/mL EA2
Extrato Aquoso 0,5 mg/mL em pH 11 EAL*
Extrato Aquoso 1,0 mg/mL em pH 11 EA2*
Extrato Etandlico 0,5 mg/mL EE1
Extrato Etandlico 1,0 mg/mL EE2
Extrato Etandlico 0,5 mg/mL em pH 11 EE1*
Extrato Etandlico 1,0 mg/mL em pH 11 EE2*

Fonte: Autoria prépria (2022).

Balashanmugam et al. (2016), avaliaram o impacto de diferentes
concentragcbes de solucdo aquosa de AgNOs na sintese mediada por folhas de C.
roxburghii, verificando que, concentracdes baixas dessa solucéo, na faixa de 5 x 10
mol/L ndo ocorrem reacdo de alteracdo de cor e consequentemente nao ocorre
formacdo de AgNPs, diferentemente do que é observado ao aumentar-se a
concentracdo de AgNOs, porém concentraces superiores a 1 x 102 mol/L resultam
em formacédo de aglomerados no meio reacional, além de promover deslocamento
de pico de ressonancia plasmonica de superficie. Observacdo semelhante foi
realizada por Moteriya; Chanda (2018), com extratos de caules de Caesalpinia
pulcherrima. Diante de dados na literatura relacionado a otimizacdo da concentracao
da solugdo aquosa de AgNOz empregada na sintese de AgNPs mediadas por
plantas, optou-se por usar a concentracdo de 1 x 10~ mol/L de solucdo aquosa de
AgNOs nas reacdes de sintese.

Para a sintese de AgNPs foram adicionados em tubos de vidro, solucéo
aquosa de nitrato de prata (AgNOs) na concentracdo fixa de 1 x 10 mol/L e extrato,
na proporcdo de 5:1 respectivamente. Os tubos foram tampados e a reacdo foi
realizada sob temperatura controlada de 25°C + 2°C ao abrigo da luz. A reacéo de
sintese foi evidenciada pela alteracdo de cor do meio reacional e monitorada por

espectrofotometria UV-visivel, em espectrofotdometro FENTO® (Cirrus 80).
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4.9 Monitoramento da sintese de nanoparticulas de prata

Para monitorar o progresso das reacfes de sintese foram realizadas
varreduras na faixa de 300 a 800 nm, com intervalo de leitura de 1 nm, utilizando
cubeta de quartzo com percurso 6ptico de 1 cm, em espectrofotbmetro UV-visivel
(FENTO®, Cirrus 80). As reagGes foram monitoradas em diferentes tempos, dos
quais incluiram 1 hora, referente ao tempo inicial e a cada 24 horas foram realizadas

as leituras até o tempo final de 240 horas.

4.10 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

4.10.1 Espectrofotometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR) das nanoparticulas de prata

A andlise de espectroscopia na regidao do infravermelho foi espectrometro
Perkin Elmer®, utilizando o acessorio de reflexdo total atenuada (ATR - Atenuated
Total Reflectance), que possui sensor de diamante, na faixa espectral de 4000-650
cm? com resolucdo de 2 cm™ e 32 scans. Com o intuito de identificar possiveis
grupos funcionais presentes nos extratos que atuaram diretamente na sintese de
AgNPs.

4.10.2 Microscopia eletrénica de transmissao

A andlise de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) foi realizada
segundo metodologia empregada no trabalho de Reolon (2019), em microscépio
eletrénico de transmissdo (JEM-1011), no laboratério Central de Microscopia
Eletrbnica (LCME-UFSC). As amostras foram preparadas por técnica de
gotejamento, com volume de aplicacdo de 4 yL das suspensdes em grides de cobre
recobertas com filme de carbono de 200 mesh por oito vezes, posteriormente foi
realizada a analise. A partir das imagens obtidas por microscopia eletrénica de
transmissdo, a medicdo do tamanho das AgNPs obtidas foi realizada, utilizando o

software ImageJ.
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411 Anédlise estatistica dos dados

Os dados quantitativos da determinacdo de teor de constituintes extraiveis,
média da determinacdo do potencial hidrogeniénico e determinacdo de compostos
fendlicos foram realizados utilizando Microsoft Excel® 2007 e os gréaficos

apresentados nesta pesquisa foram plotados no programa OriginPro® 8.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados referentes aos extratos, a
sintese de AgNPs e a caracterizacao realizada, bem como, a correlacdo com dados

encontrados na literatura.

5.1 Determinacao de teor de constituintes extraiveis (residuo seco) e pH

As porcentagens de teor de constituintes extraiveis expressos em residuo
seco de extrato e os valores de pH obtidos encontram-se apresentados na Tabela 3.
Tabela 3 - Resultados das médias das triplicatas do teor de constituintes extraiveis expresso

em porcentagem (%) de residuo seco e valores médio das leituras em triplicata de pH para o
extrato aquoso e etanolico.

Extrato Residuo seco (%) PH
Aquoso 2,23 +£0,232 5,16 + 0,302
Etandlico 3,27 £1,022 4,17 + 1,002

@ Desvio padréo relativo (%). Fonte: Autoria prépria (2022).

Com base nos valores de pH obtidos, ambos os extratos apresentaram
caracteristica acida, de modo que ao realizar um comparativo observa-se que ha
uma sutil diferenca de acordo com o solvente extrator utilizado. Sendo o extrato
etandlico ligeiramente mais acido que o extrato aquoso. Provavelmente, os perfis
acidos exibidos pelos extratos derivam da quantidade de compostos acidos
extraiveis, tais como acido elagico, acido mandélico e acido p - cumarico, nessa
espécie (CIPRIANI et al., 2020; INFANTE et al., 2016; NICACIO et al., 2017).

Observa-se ainda que o teor de constituintes extraiveis expressos em
residuo seco, foi maior empregando o etanol como solvente extrator. O maior teor de
constituintes extraiveis no extrato etanodlico atribui-se ao fato das caracteristicas
guimicas dos compostos, bem como das caracteristicas de polaridade do solvente
extrator (COSTA; HOSCHEID, 2018; MOREIRA et al., 2010; SANTOS, 2018).

5.2 Determinacdo do perfil fitoquimico por andlise qualitativa

A avaliacdo do perfil fitoquimico qualitativo faz-se necessario para
conhecimento das classes de metabdlitos presentes nos extratos. A triagem
fitoquimica tem como intuito identificar classes de metabdlitos por ensaios
colorimétricos e de precipitagdo (MARQUES et al., 2017; RIBEIRO, 2020; ROSA et
al., 2016).
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Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados qualitativos do perfil
fitoquimico obtido nos extratos avaliados.
Tabela 4 - Resultados do perfil fitoquimico por analise qualitativa realizada para o extrato

aquoso e etandlico das folhas de E. involucrata, para os fitocompostos alcaloides, esteréides,
flavonoides, polissacarideos, saponinas, taninos condensados e triterpenos.

Fitocompostos AQuOSsO0 Etandlico
Alcalbides - +
Esteréides - +

Flavonoides + +

Polissacarideos - -

Saponinas + +
Taninos Condensados + +
Triterpenos - +

Reacédo positiva (+) negativa (-). Fonte: Autoria prépria (2022).

A partir da analise fitoquimica, foi possivel verificar que o0s extratos
apresentam perfis semelhantes, com diferencas em algumas classes de compostos
como alcaldides, esterodides e triterpenos.

Flavonoides, saponinas e taninos condensados foram observados nos dois
extratos, 0 que corrobora com o estudo realizado por Toledo et al. (2023) em que
obtiveram estas trés classes de compostos nos extratos etanolico e aquoso de
folhas de E. involucrata..

Apesar de poucos estudos quanto a composicao fitoquimica de extratos de
folhas de E. involucrata, pesquisas realizadas com o género tém demonstrado que
as classes comumente encontradas sdo de flavondides, saponinas, taninos e
triterpenos, como observados em estudos com folhas de E. pyriformis (CHAVASCO
et al., 2012), E. dysenterica (CECILIO et al., 2014) e E. florida (BASTOS et al.,
2019).

5.3 Determinacdo de compostos fendlicos

A determinacdo de compostos fendlicos nos extratos aquoso e etandlico de
folhas de E. involucrata, foi realizada por meio da equacao da reta y = 0,010x +
0,051, obtida a partir da curva de calibracdo das solu¢des padrdes de acido galico. A
curva apresentou um coeficiente de correlacdo de R?= 0,995 (Figura 8), e 0s
resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico por grama de extrato
(Tabela 5).



40

Figura 8 - Curva dos padrdes de acido galico (ug/mL) usado na determinacdo de compostos
fendlicos.

Curva do Acido Galico
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Concentracao (pg/mL)

Fonte: Autoria prépria (2022).

Tabela 5 - Média e desvio padrao relativo da determinacdo de compostos fenélicos expresso
em mg equivalente de acido gdlico por grama de extrato de folhas de E. involucrata

(mg/Eag/q).
Compostos Fendlicos
Extrato (mg/Eag/g)
Aquoso 228,2 £ 1,60
Etandlico 192,5+0,12

Fonte: Autoria propia (2022).

Pode-se observar que o extrato aquoso obteve maior extracdo de compostos
fendlicos quando comparado com o extrato etandlico, tal fato pode ser atribuido a
polaridade dos compostos fendlicos, uma vez que, apresentam caracteristicas mais
polares. Moreira et al., (2010) e Santos (2018) relatam em seus trabalhos que para
maior extracdo de compostos fendlicos, uma série de fatores devem ser
considerados, dentre estes fatores, a escolha do solvente extrator deve ser
ponderada de acordo com as caracteristicas dos compostos potencialmente
extraiveis, sendo que para compostos fendlicos a escolha de solvente mais polar é
preferivel.

No presente estudo, os teores de compostos fendlicos quantificados pelo
método reativo de Folin-Ciocalteau foram maiores aos observados em outros
estudos com a espécie. Infante et al. (2016), em estudo com extrato em solucéo
hidroalcodlica 80% empregando banho ultrassénico por 30 minutos, obtiveram
teores de 70,19 + 1,88 mg equivalente de acido gdlico/g. Barzotto (2019), em
pesquisa com extratos de folhas desta mesma espécie, observou resultados

proximos ao relatado por Infante et al. (2016), ao empregar método de extragdo
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exaustiva por 6 horas em soxhlet, obteve 61,11 + 0,06 mg equivalente de &cido
galico/g e em métodos de extracdo com dioxido de carbono supercritico em
diferentes condi¢cdes de sistema os resultados apresentados pelo autor abordaram
na faixa de 58,68 + 0,15 a 68,51 + 0,30 mg equivalente de acido galico/g.

A extracdo desses compostos sofre influéncia dos diferentes métodos de
extracdo, da parte da planta a ser extraida, da sazonalidade e da escolha do
solvente extrator. No método de extracdo escolhido, a turbdlise ou turbo-extracao, o
material vegetal fica submerso em um solvente, essa mistura é submetida a
elevadas forcas de cisalhamento e agitacao, triturando e promovendo maior contato
do p6 vegetal e solvente. Por promover o esgotamento do material, essa técnica a
frio resulta em altos rendimentos e extracdo de diversos compostos, dentre eles os
compostos fenolicos (BONOMINI, 2013).

Tais caracteristicas da escolha do método de extracdo a frio que permite
maior contato do material vegetal e solvente, bem como o uso de agua destilada e
etanol como solventes extratores, permitiu obter resultados satisfatérios na

determinacdo de compostos fendlicos.

5.4 Anédlise de espectrofotometria na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR) dos extratos

Os resultados dos espectros obtidos na regidao do infravermelho referentes

aos extratos das folhas de E. involucrata sédo apresentados na Figura 9.

Figura 9 - Espectros dos extratos obtidos na regido do infravermelho (FTIR).
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Fonte: Autoria propria (2022).



42

Conforme observado os extratos apresentam bandas que variam entre alta,
média e baixa intensidade na regido entre 3200 a 1050 cm™. Sendo que a banda de
maior intensidade na regido de 3233 - 3240 cm? é atribuida ao estiramento do
grupamento hidroxila (-OH) e a banda de intensidade moderada na regido de 1500 a
1625 cm™ pode ser associada a agua, uma vez que, a mesma é solvente utilizado
para redispersar os extratos, mas também é importante ressaltar que bandas nessa
regido podem estar associada a compostos fendlicos. As caracteristicas citadas
corroboram com o observado por Costa (2016) e Grisi et al. (2020).

Na regido de 2977 a 2983 cm? visualiza-se uma banda de baixa
intensidade, que pode ser atribuida a grupamentos alquila (-CH) (SUN et al., 2014).
A regido entre 1400 a 1300 cm™ esta associado a grupamentos aromaticos. Ainda,
observa-se banda de baixa intensidade em ambos os extratos na regido de 1200 cm-
1, associada a acidos carboxilicos (-C=0) (FONSECA, 2022). Ademais também
observa-se que ha diferenca na intensidade da banda na regido de 1050 a 1070 cm™
entre 0s extratos, banda nessa regido € atribuida a estiramento de alcoois
secundarios (-C-OH) (SARATALE et al., 2018). Esses resultados revelam
biomoléculas contendo grupamentos alquilas, carbonila, hidroxilas e compostos
aromaticos, caracterizando estruturalmente compostos fendlicos.

Os espectros de ambos os extratos se assemelham ao apresentado por
Barzotto (2019), no extrato aquoso da infusdo das folhas da espécie, onde atribuiu

as bandas a compostos fendlicos.

5.5 Sintese de nanoparticulas de prata
5.5.1Efeitos visuais no meio reacional de sintese
Inicialmente, o potencial de formacdo de AgNPs a partir dos extratos, foi

avaliado, com base em alteracdo de cor do meio reacional. A Figura 10, ilustra de

forma resumida os efeitos observados quanto a coloracdo do meio reacional.
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Figura 10 - Fotos dos meios reacionais contendo extrato aquoso (a) e extrato etandlico (b) em
diferentes condi¢bes, avaliados em 4 tempos distintos (24, 48, 72 e 96 horas).

Meios Reacionais— Extrato Aquoso (a) Meios Reacionais— Extrato Etanoclico (b)

1 HORA

Fonte: Autoria prépria (2022).

Nos meios reacionais em que nao foram realizados ajuste de pH,
independente do extrato (aquoso ou etandlico) e concentracao (0,5 ou 1,0 mg/mL),
verificou-se que a alteracdo de coloracdo ocorreu de forma progressiva, quando
comparado com 0s meios reacionais em que foram utilizados extratos em pH 11.

Em meios reacionais empregando extrato aquoso 0,5 mg/mL e extrato
etanolico nas duas concentracdes analisadas sem ajuste de pH, observou-se que a
alteracdo de coloragédo ocorreu de forma mais sutil e lenta, onde, apenas em 72
horas posterior a mistura, foi observada uma discreta mudanca de cor.
Diferentemente, no meio reacional com extrato aquoso 1,0 mg/mL sem ajuste de pH,
a alteracdo de cor foi observada em 24 horas. Ainda, em relacdo aos meios
reacionais com extrato etandlico, a mudanca de coloracdo do meio reacional ndo
apresentou diferencas visuais na intensidade da cor, independente da concentracao.

Nos meios reacionais com extratos em pH 11, a alteracdo de cor ocorreu
instantaneamente que indica o inicio da sintese de AgNPs. Além disso, ndo foi
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observado diferencas significativas em relagdo a coloragdo, seja no aspecto de
intensidade ou alteragéo de cor.

A alteracdo de cor em misturas de extratos com solu¢cdo aquosa de nitrato
de prata, consiste em um dos indicios de formacdo de AgNPs por biossintese
(ALAHMAD et al., 2021; ERDOGAN et al., 2019). A mudanca de cor e intensidade
em funcdo do tempo é devido a um fendmeno de excitacdo dos elétrons na
superficie das NPs formadas, sendo denominado de ressonancia plasménica de
superficie (SPR) (AHMED et al., 2016; JOY PRABU; JOHNSON, 2015). Roy et al.
(2017) observaram que ao adicionarem extrato de Azadirachta indica em solugéo de
nitrato de prata ocorreu mudanca de coloracdo do meio reacional, comprovando
posteriormente a formacdo de AgNPs, por técnicas de caracterizagcdo. Tal fato, foi
observado nos experimentos com extratos de Garcinia mangostana (PARK; AHN;
PARK, 2017) e Tragia involucrata, Cymbopogon citronella,, Solanum verbascifolium
e Tylophora ovata (JOY PRABU; JOHNSON, 2015).

5.6 Monitoramento da sintese por espectrofotometria uv-visivel

Pode-se visualizar na Figura 11 (a) que o surgimento de banda ocorre
apenas apos 72 horas, e mesmo transcorrido este periodo a intensidade é baixa e
apresenta-se larga, na qual a banda comeca a tomar forma, apos 120 horas. O que
valida com a alteracdo de cor do sistema, na qual so foi perceptivel a visualizacéo
de mudanca de cor posterior a 72 horas para a condicdo EA1l. Ainda na Figura 11

(b), a partir de 24 horas houve a visualizacdo de banda na regido de 400 a 450 nm.
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Figura 11 - Gréficos de absorbéancia versus comprimento de onda comparando as condi¢cdes
com extrato aquoso na concentracdo 0,5 mg/mL sem ajuste de pH - EA1 (a) e extrato aquoso
na concentracdo 1,0 mg/mL sem ajuste de pH - EA2 (b).
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Fonte: Autoria propria (2022).

De acordo com o observado na Figura 12 (a), apos 1 hora de reacdo ha o
surgimento de uma banda na regido de interesse (de 400 a 450 nm), obtendo um
aumento drastico em 24 horas com sutis aumentos na absorbancia entre 48 horas e
120 horas, estabilizando em 144 horas. J4 no meio reacional com EA2* onde se
tem um aumento da concentracdo do extrato observa-se a formacédo da banda na
regido pretendida em 1 hora de reacdo, com aumento em 24 horas e consequente

estabilizacao.
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Figura 12 - Gréficos de absorbéancia versus comprimento de onda comparando as condi¢cdes
com extrato aquoso na concentracdo 0,5 mg/mL em pH 11 - EA1* (a) e extrato aquoso na
concentragdo 1,0 mg/mL em pH 11 - EA2* (b).
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Na Figura 13 (a), observa-se que neste meio reacional, a formacédo de uma

possivel banda, ocorreu apés 72 horas de reacdo, e ao longo do tempo avaliado

pequenas alteracbes foram visualizadas quanto ao aumento da absorbancia.

Anadlogo ao observado no meio reacional de menor concentracdo de extrato

etandlico, nessa condicdo também foi visualizada a formacdo de banda apo6s 72

horas, porém percebe-se que em 240 horas houve um aumento na absorbancia

(Figura 14 (b)).
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Figura 13 - Gréaficos de absorbéancia versus comprimento de onda comparando as condi¢cdes
com extrato etanélico na concentracdo 0,5 mg/mL sem ajuste de pH - EEL1 (a) e extrato
etandlico na concentragédo 1,0 mg/mL sem ajuste de pH - EE2 (b).
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Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 14 - Gréaficos de absorbéancia versus comprimento de onda comparando as condi¢des
condi¢cbes com extrato etandlico na concentragao 0,5 mg/mL em pH 11 - EE1* (a) e extrato
etandlico na concentragédo 1,0 mg/mL em pH 11 - EE2* (b).
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Fonte: Autoria propria (2022).

Nota-se em ambas condi¢des analisadas na Figura 14, que ap0s uma hora
de reacdo é evidente uma banda bem pronunciada na regido de formacgdo de
AgNPs, com aumento minimo na intensidade de absorbancia. Além disso, observa-

se que diferentemente do visualizado em uma hora, ocorre um pequeno
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deslocamento para comprimentos de onda maiores, tal fato é visualizado nas duas
concentragoes.

De acordo com os resultados apresentados observa-se que independente do
solvente extrator utilizado para obter extratos das folhas de E. involucrata e da
concentragcdo de extrato, na qual ndo foi conferido ajuste de pH, onde as
caracteristicas sdo mais acidas, foi verificado um alargamento na banda de
ressonancia plasmonica.

No meios reacionais que foram realizados ajustes de pH para 11, deixando o
extrato alcalino para a sintese, verifica-se que as bandas foram mais estreitas, esses
dados corroboram com o encontrado na literatura. Kocadag Kocazorbaz et al.
(2021), observaram que em meios reacionais em que foram utilizados extrato de
folnas de Quercus coccifera com pH acido, apresentaram bandas mais largas,
enquanto que conforme aumentaram o pH, tornando-o mais alcalino, mais estreita
era a banda de absorbéancia. No trabalho de Eya'Ane Meva et al. (2016), com extrato
aquoso de folhas de Megaphrynium macrostachyum , os pesquisadores perceberam
gue ao aumentarem o pH do meio reacional, maior era a intensidade de absorbancia
e mais simétrica era a banda, atribuiram que o aumento de absorbancia e a simetria

era oriundo do aumento na formacéo de AgNPs.

5.7 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

5.7.1 Espectrotometria na regidao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A partir dos espectros obtidos na regido do infravermelho (Figura 15), foi
possivel analisar a presenca e/ou auséncia de grupos funcionais que atuaram na
sintese de nanoparticulas de prata mediada pelos extratos das folhas de E.

involucrata.



49

Figura 15 - Comparativo dos espectros de infravermelho dos extratos e das AgNPs obtidas por
sintese verde, sendo (a) referente a condicdo com extrato aquoso e (b) referente a condicao
com extrato etanélico.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Analisando a Figura 15 (a) (extrato aquoso e as AgNPs) e (b) (extrato
etandlico e AgNPs) observa-se que algumas bandas mantiveram-se semelhantes ao
obtido pelos extratos, como as bandas nas regides de 3000 e 1600 cm, ressalta-se
gue assim como ja mencionado, as bandas nessas regides estdo associadas ao
contetdo de agua dos meios reacionais. As bandas nas regides de 2977 e 2980 cm-
! encontrados nos extratos aquoso e etandlico, respectivamente, se mantiveram.

As AgNPs ndo apresentaram bandas na regido de 1500 a 1000 cm*, pode-
se inferir que os grupamentos presentes nos extratos, atuaram na formacédo das
AgNPs. Neste comparativo, destaca-se que nao foram visualizadas diferencas entre
as AgNPs obtidas com extrato aquoso e etandlico, independente da concentracao
ou condicao de pH.

Com base nos espectros de infravermelho, sugere-se que compostos ativos,
como compostos fendlicos estiveram envolvidos na sintese, de modo que
biomoléculas presente nos extratos foram significativos na reducdo dos ions Ag* em
Ag°, além de auxiliarem na estabilizacdo do sistema de sintese.

Estudos em que foram utilizados extratos de Salvadora persica, Ocimum
basilicum e Ocimum sanctum como precursores para a sintese de nanoparticulas de
prata, destacaram que a reducédo de Ag* em Ag’, ou seja, a formacéo e estabilizacédo

das nanoparticulas de prata, foram provenientes de compostos presentes nos
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extratos analisados, sendo atribuidos aos compostos fendlicos e as proteinas um
papel importante na sintese (ARSHAD et al., 2021; MALAPERMAL et al., 2017).
Netala et al. (2016) analisaram espectros de infravermelho de nanoparticulas de
prata obtidas a partir de extrato de folhas de Gymnema sylvestre e revelaram que
compostos como os polifendis presentes no extrato foram fundamentais para a

sintese, atuando como agentes redutores.
5.7.2Microscopia eletrénica de transmisséao (MET)

A morfologia e o tamanho das AgNPs obtidas foram avaliados por
microscopia eletronica de transmissdo para todas as condicbes analisadas. Na
Figura 16 estdo apresentadas as imagens das AgNPs obtidas a partir do extrato
aquoso e na Figura 17 as imagens apresentadas sao referentes as AgNPs obtidas a

partir do extrato etandlico.
Os diametros médios obtidos por microscopia eletronica de transmissao

encontram-se apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Didmetro médio e morfologia das AgNPs obtidas por sintese verde.

Identificac8o Didmetro médio (nm) Morfologia

AgNP - EA1 15,5+6,5 Esférica

AgNP - EA2 252+7,6 Esférica

AgNP - EA1* 11,5+3,2 Esférica, Eliptica e Triangular
AgNP - EA2* 8,9+2,6 Esférica e Eliptica
AgNP - EE1 20,4 +5,8 Esférica

AgNP - EE2 22,9+6,3 Esférica

AgNP - EE1* 10,15+ 4,8 Esférica

AgNP - EE2* 6,4+28 Esférica

Fonte: Autoria propria (2022).
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Figura 16 - Imagens representativas das AgNPs e histogramas obtidas obtidaa a partir do EA1

(A e B), EA1* (C e D), EA2 (E e F) e EA2* (G e H).
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Figura 17 - Imagens representativas das AgNPs e histogramas obtidas obtidas a partir do EE1
(A eB), EE1* (Ce D), EE2 (E e F) e EE2* (G e H).
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Conforme observado nas Figuras 16 e 17 e com base nos resultados
apresentados na Tabela 6, observa-se que nas condicdes onde nao foram
realizados ajuste de pH (AgNP - EA1/ EA2/ EE1/ EE2), o tamanho médio obtido é
maior, bem como, o desvio padréo relativo. Além disso nota-se que a distribuicdo e
morfologia é mais heterogénea, quando comparados com as AgNPs obtidas com
extratos em que o pH se encontrava alcalino.

Estas caracteristicas validam o observado com os graficos por
espectrofotometria UV-Vis, onde a intensidade das bandas de absorbancia na regiao
de 400 a 450 sdo mais intensas e estreitas.

Khalil et al. (2014), em seu estudo com extrato aquoso de folhas de oliveira
verificaram que ao promoverem aumento de pH do extrato, a sintese apresentou
maior velocidade média de reacdo e particulas menores. Os mesmos conferiram
essa observacéao, ao fato de que o pH pode atuar modulando o tamanho e forma das
NPs, logo em pH mais alcalino a sintese é favorecida, pois o pH pode alterar as
cargas elétricas das biomoléculas, de modo que atuam promovendo tamanhos
menores e particulas simétricas.

Ndikau et al. (2017) avaliaram a interferéncia do pH de extratos de casca de
Citrullus lanatus na sintese de AgNPs e perceberam que o pH exerceu papel
primordial na sintese de AgNPs, uma vez que, ao longo do processo de sintese
observaram que ao trabalharem com o aumento de pH, ocorreu uma mudanca na
visualizacdo de banda em espectrofotmetria UV-Vis, logo exerceria influéncia no
tamanho das AgNPs, e posteriormente, foi constatado com microscopia eletrénica
de transmissdo que o tamanho médio obtido para sintese com extrato alcalino foi de
17,9+ 0,16 nm.

As observacbes apresentadas pelos pesquisadores aqui referenciados
corroboram com o observado neste estudo, onde o pH alcalino interferiu diretamente

no tamanho das NPs obtidas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos das folhas de E. involucrata empregando solventes diferentes
como a agua destilada e etanol demonstraram-se semelhantes nas caracteristicas
avaliadas como rendimento, pH, perfil fitoquimico, analise de espectrofotometria no
infravermelho e na determinagdo de compostos fendlicos.

A sintese de AgNPs mediada por extratos de folhas de E. involucrata foram
evidenciados pela alteracdo de coloracdo do meio reacional e pela presenca de
banda plasménica caracteristica de AQNPs na regido do UV-Vis e caracterizado por
espectrofotometria na regido do infravermelho e por microscopia eletronica de
transmissao (MET). Na qual apresentaram diametros na faixa de 6,4 a 25,20 nm e
morfologias que variaram entre eliptica, esférica e triangular. Ainda, foi possivel
observar que ambos extratos nas condicdes avaliadas, demonstraram-se mais
promissores quando se emprega ajuste de pH, deixando os mesmos na condicéo
alcalina a reacao de sintese tende a ocorrer e estabilizar em um menor tempo, do
gue quando nao se altera o pH do meio reacional.

Portanto infere-se que extratos aquoso e etandlico de folhas da espécie
supracitada neste trabalho apresenta potencial de utilizacdo e perspectivas na area
da nanotecnologia, principalmente para avaliacdo do potencial biologico, tais como

atividade antimicrobiana e antioxidante.
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