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RESUMO

O método de fitossintese (sintese via plantas) permite que os metabélitos secundarios
presentes em uma planta atuem simultaneamente como agente redutor dos ions metélicos e
estabilizante de nanoparticulas de prata (AgNPs). Neste estudo, sete extratos de Ilex
paraguariensis, advindos das fitorregides A, B e C, respectivamente Erechim, Canoinhas e
Brasilia, foram utilizados para produgdo de AgNPs, objetivando investigar a influéncia (i) da
concentragdo do extrato aquoso em relagdo a temperatura reacional, (ii) do método de cultivo
da planta, (ii1) do aspecto do material e diferentes partes da planta utilizadas na reagdo, quanto
as caracteristicas dos extratos, propriedades fisico-quimicas das AgNPs e (iv) quanto as
bioatividades antibacteriana e citotéxica em células de insetos, as quais algumas destas
nanoformulacdes foram submetidas. Nesse contexto, os materiais foram caracterizados por
espectrofotometria na regido do UV-visivel que indicou formagdo de AgNPs para cinco dos
sete extratos; por espalhamento de luz dindmico sugerindo AgNPs com didmetro
hidrodindmico na faixa nanométrica para maioria das formulagdes; indices de
polidispersividade baixos a moderados; e potencial Zeta negativo e sugestivo de instabilidade
incipiente. As microscopias de forga atdmica e eletronica de transmissdo foram utilizadas para
determinagdo das morfologias das AgNPs que forneceram resultados distintos, mostrando
AgNPs esféricas ou quase-esféricas na primeira abordagem e com formas variadas na
segunda. A difragdo de raios X confirmou as reflexdes e perfis caracteristicos da prata
nanoestruturada. Os ensaios bioquimicos apontaram uma composi¢do rica em compostos
fenélicos e antioxidantes na I paraguariensis. A espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier indicou a presenga do sal metalico de prata e de alguns dos
grupamentos funcionais correspondentes aos fitoquimicos tipicamente encontrados na planta;
os quais também foram identificados em funcdo das possiveis classes € compostos quimicos,
utilizando a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
com ionizagdo por electrospray e ao detector de arranjo de fotodiodos. Em adigdo, as
nanoformulagdes foram avaliadas contra E. coli € S. aureus, exibindo, no minimo, atividade
bacteriostatica; e em linhagem celular de Spodoptera frugiperda (Sf21), demonstrando
manutengdo da viabilidade celular. Os resultados correspondentes as varidveis aqui
exploradas mostraram-se potenciais para a contribuicio do desenvolvimento de estudos
relacionados aos eventos envolvidos na fitossintese de AgNPs.

Palavras-chave: plantas, bioconversdo, nanossintese, nanocaracterizagao.
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ABSTRACT

The phytosynthesis method (synthesis using plants) allows the secondary metabolites present
in a plant to act simultaneously as a metal ion reducing agent and silver nanoparticle stabilizer
(AgNPs). In this study, seven extracts of llex paraguariensis, from the phytoregions A, B and
C, respectively Erechim, Canoinhas and Brasilia, were used to produce AgNPs, aiming to
investigate the influence (i) of aqueous extract concentration regardingreaction temperature,
(ii) plant cultivation method, (iii) material aspect and different parts of the plant used in the
reaction, as to the extract characteristics, physicochemical properties of the AgNPs and (iv) as
to the antibacterial and cytotoxic (insect cells) bioactivities to which some of these
nanoformulations were submitted. In this context, the materials were characterized by
spectrophotometry in the UV-visible region that indicated the formation of AgNPs for five of
the seven extracts; by dynamic light scattering suggesting AgNPs with hydrodynamic
diameter in the nanometric range for most formulations; low to moderate polydispersity
indices; and Zeta potential negative and suggestive of incipient instability. Atomic force and
transmission electron microscopy were used to determine the morphologies of the AgNPs that
provided different results, showing spherical or quasi-spherical AgNPs in the first approach
and with different forms in the second. X ray diffraction confirmed the reflections and
characteristic profiles of nanostructured silver. The biochemical assays indicated a
composition rich in phenolic compounds and antioxidants in I paraguariensis. Fourier
transform infrared spectroscopy indicated the presence of silver metallic salt and some of the
functional groups correspondents to the phytochemicals typically found in the plant; which
were also identified according to possible chemical classes and compounds, using ultra-high
performance liquid chromatography coupled to electrospray ionization mass spectrometry and
photodiode array. In addition, nanoformulations were evaluated against E. coli and S. aureus,
exhibiting at least bacteriostatic activity; and in the cell line of Spodoptera frugiperda (Sf21),
demonstrating maintenance of cellular viability. The corresponding results to the variables
here explored showed potential for the contribution of the studies development related to the
events involved in the phytosynthesis of AgNPs.

Keywords: plants, bioconversion, nanosynthesis, nanocharacterization.
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aplicado o teste de Tukey (p < 0,05), com diferencas significativas descritas por simbolos correspondentes a cada
dia de monitoramento (O=a; 60=p; 90=y; 120=8; 300=¢; 365=0) e¢ cada concentragdo de extrato aquoso
(representada por A1(1)=*).

Tabela 4: Z-average, PdI e potencial Zeta de superficie das amostras A1(1) e A1(10), sintetizadas com extrato
aquoso de I paraguariensis a 50°C e em cinco lotes distintos, obtidos no dia da sintese. Os valores estéo
representados como a média + erro padrio da média das medidas obtidas a partir de trés leituras individuais. Para
a andlise estatistica foi aplicado o teste de Tukey (p < 0.05), com diferencas significativas descritas por simbolos
correspondentes a cada lote sintetizado (Lote 1=a; Lote 2=f; Lote 3=y; Lote 4=06).

Tabela 5: Z-average, PdI e potencial Zeta de superficie da amostra A1(1) obtidos no dia da sintese com extrato
aquoso de I paraguariensis em diferentes temperaturas sob as mesmas condi¢cdes. Os valores estdo
representados como a média = desvio padrio (para o mesmo lote) ¢ a média + erro padréo (entre lotes distintos)
da média das medidas obtidas a partir de trés leituras. Para andlisc estatistica foi aplicado o teste de Tukey
(p < 0,05), com diferenga significativa, entre os lotes, descrita pelo simbolo correspondente ao Lote 1 das AgNPs
sintetizadas (Lote 1=0) e, para o mesmo lote, em relagdo a estabilidade, avaliada 365 dias apos a sintese, descrita
pelo simbolo correspondente ao Lote comparativo (Lote comparativo=p).

Tabela 6: Z-average, Pdl e potencial Zeta de superficie da amostra A1(10) obtidos no dia da sintese com extrato
aquoso de I paraguariensis em diferentes temperaturas sob as mesmas condi¢cdes. Os valores estdo
representados como a média = desvio padrio (para o mesmo lote) ¢ a média + erro padréo (entre lotes distintos)
da média das medidas obtidas a partir de trés leituras. Para andlisc estatistica foi aplicado o teste de Tukey
(p < 0,05), com diferenga significativa, entre os lotes, descrita pelo simbolo correspondente ao Lote 1 das AgNPs
sintetizadas (Lote 1=0) e, para o mesmo lote, em relagdo a estabilidade, avaliada 365 dias apos a sintese, descrita
pelo simbolo correspondente ao Lote comparativo (Lote comparativo=p).

Tabela 7: Reflexdes (indices de Miller) e os respectivos angulos dos picos caracteristicos da prata
nanoestruturada e da possivel presenga de nanoparticulas de cloreto de prata, obtidas por fitossintese utilizando
extrato aquoso de 1. paraguariensis a partir das temperaturas de 20, 50 e 80°C.

Tabela 8: Compilagdo dos tempos de retengdo (Tr) referentes as fragdes eluidas por UHPLC-PDA dos extratos
Al e Bl de I paraguariensis. Cada T corresponde a uma classe de fitoquimicos identificados a partir dos
padrdes experimentais.

Tabela 9: Compila¢do dos tempos de retencdo (Tg) referentes as fragdes eluidas por UHPLC-ESI(+)-MS dos
extratos Al e Bl de I paraguariensis. Cada Ty corresponde a uma classe de fitoquimicos identificados a partir
dos padrdes experimentais.

Tabela 10: Comparagéo entre os métodos de cultivo tradicional ¢ orgénico de I paraguariensis: Quantificacio
de antioxidantes e fendis totais. Os valores estdo representados como a média = desvio padrio da média das
medidas realizadas em triplicata.

Tabela 11: Comparagé@o entre os métodos de cultivo tradicional ¢ organico: Z-average, PdI e potencial Zeta de
superficie das amostras A1(10) ¢ B1(10) de L paraguariensis, obtidos no dia da sintese a 50°C, sob as mesmas
condigdes. Os valores estdo representados como a média + erro padrio da média das medidas obtidas a partir de
trés leituras individuais.



Tabela 12: Comparagéo entre os aspectos e partes de 1. paraguariensis quanto a quantificagdo de antioxidantes e
fendis totais. Os valores estdo representados como a média = desvio padrdo da média das medidas realizadas em
triplicata.

Tabela 13: Compilagéo dos tempos de retencéo (Tr) referentes as fracSes eluidas por UHPLC-PDA dos extratos
aquosos de I paraguariensis Cl, C2, C3, C4 e C5. Cada Ty corresponde a uma classe de fitoquimicos
identificados a partir dos padrdes experimentais.

Tabela 14: Compilagdo dos tempos de retengdo (Tg) referentes as fracdes eluidas por UHPLC-ESI(+)-MS dos
extratos extratos aquosos de I paraguariensis C1, C2, C3, C4 e C5. Cada Ty corresponde a uma classe de
fitoquimicos identificados a partir dos padrdes experimentais.

Tabela 15: Comparagdo entre as partes de I. paraguariensis utilizadas na sintese de AgNPs, proveniente da
fitorregido C: Z-average, Pdl e potencial Zeta de superficie das amostras C3(10), C4(10) e C5(10), obtidos no
dia da sintese a 50°C, sob as mesmas condi¢des. Os valores estdo representados como a média + erro padrdo da
média das medidas obtidas a partir de trés leituras individuais.

Tabela 16: Ensaio de concentragio inibitéria minima (CIM) das amostras de AgNPs sintetizadas com extrato
aquoso de 1. paraguariensis [A1(1) ¢ A1(10)], seus respectivos controles de extrato (Ctrl(1) e Ctrl(10) e 0 0
controle do sal metilico AgNO; avaliados contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os sinais positivos
indicam o efeito antibacteriano provocado pelas amostras. Os sinais negativos indicam que ndo houve qualquer
atividade.

Tabela 17: Z-average, PdI e potencial Zeta de superficie dos materiais de I paraguariensis provenientes das
fitoregides A (RS), B (SC) e C (DF): AgNPs A1(10), AgNPs B1(10), AgNPs C5(10) e seus respectivos controles
contendo somente extrato aquoso Ctrl A1(10), Ctrl B1(10) e Ctrl C5(10), apresentados comparativamente. Os
valores estdo representados como a média + erro padrdo da média das medidas obtidas a partir de trés leituras
individuais.

Quadro 1: Compilacdo das secdes indicando os materiais brutos, parimetros reacionais, teor total de
antioxidantes (dado em funcdo do percentual de inibi¢do) e compostos fendlicos presentes em cada extrato
aquoso avaliado; além do potencial formador de AgNPs e bioatividades conferidas as mesmas. Todos os
bioensaios foram conduzidos a partir das AgNPs sintetizadas na temperatura de 50°C.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

Ag — prata

AgCl — cloreto de prata

AgNO; — nitrato de prata

AgNPs — nanoparticulas de prata

AgCI-NPs — nanoparticulas de cloreto de prata

A1 - extrato aquoso proveniente da fitorregido A na condicdo 1

A1(0,1) — extrato aquoso Al na concentracdo final de 0,1 mg/mL com adi¢cdo de AgNO;
Ctrl A1(0,1) — extrato aquoso A1l na concentragdo final de 0,1 mg/mL sem adi¢cdo de AgNO;
A1(1) — extrato aquoso A1 na concentragdo final de 1 mg/mL com adigdo de AgNO;3

Ctrl A1(1) extrato aquoso Al na concentragdo final de 1 mg/mL sem adigdo de AgNO;3
A1(10) — extrato aquoso A1 na concentragdo final de 10 mg/mL com adigdo de AgNOs
ctrl A1(10) — extrato aquoso A1l na concentragdo final de 10 mg/mL sem adigdo de AgNO;3
A1(50) — extrato aquoso A1 na concentragdo final de 50 mg/mL com adigdo de AgNOs
ctrl A1(50) — extrato aquoso A1 na concentragdo final de 50 mg/mL sem adi¢do de AgNO;3
B1 - extrato aquoso proveniente da fitorregido B na condigdo 1

B1(10) — extrato aquoso B1 na concentracdo final de 10 mg/mL com adigdo de AgNO;3
ctrl B1(10) - extrato aquoso B1 na concentragdo final de 10 mg/mL sem adi¢do de AgNO;
C1 - extrato aquoso proveniente da fitorregido C na condicdo 1

C1(10) — extrato aquoso Al na concentragdo final de 10 mg/mL com adigdo de AgNOs
ctrl C1(10) - extrato aquoso C1 na concentracdo final de 10 mg/mL sem adi¢do de AgNO;
C2 - extrato aquoso proveniente da fitorregido C na condicdo 2

C2(10) — extrato aquoso C2 na concentragdo final de 10 mg/mL com adi¢do de AgNO;
ctrl C2(10) - extrato aquoso C2 na concentracdo final de 10 mg/mL sem adi¢cdo de AgNO;
C3 — extrato aquoso proveniente da fitorregido C na condigdo 3

C3(10) — extrato aquoso Al na concentracdo final de 10 mg/mL com adigdo de AgNO;3
ctrl C3(10) - extrato aquoso C3 na concentracdo final de 10 mg/mL sem adi¢cdo de AgNO;
C4 — extrato aquoso proveniente da fitorregido C na condicdo 4

C4(10) — extrato aquoso C4 na concentragdo final de 10 mg/mL com adi¢do de AgNO;
ctrl C4(10) - extrato aquoso C4 na concentracdo final de 10 mg/mL sem adi¢cdo de AgNO;
C5 — extrato aquoso proveniente da fitorregido C na condicdo 5

C5(10) — extrato aquoso C5 na concentragdo final de 10 mg/mL com adi¢do de AgNO;
ctrl C5(10) - extrato aquoso C5 na concentracdo final de 10 mg/mL sem adi¢cdo de AgNO;
ACN - acetonitrila

ATCC - colegdo de cultura tipo americana (do ingl€s: American Type Culture Collection)
BHT - hidroxitolueno butilado

CFC — ctbica de face centrada

Cu-Ka — dnodo de cobre com radiagdo caracteristica K-alfa

DH - didmetro hidrodindmico

DCE - didmetro circular equivalente

DLS — espalhamento dindmico de luz

DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

DRX - difragdo de raios X

FTIR - espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

He-Ne — Hélio-Ne6nio

HSS — silica de alta resisténcia (do inflés: High Strength Silica)

IPB - intensidade do pico base (do inglés: base peak intensity)

JCPDS - Comité Conjunto sobre Padrdes de Difracdo de P6 (do inglés: Joint Committee on
Powder Diffraction Standards)



MET - microscopia eletrénica de transmissdo

MFA - microscopia de for¢a atdmica

NPMs — nanoparticulas metalicas

PdI - indice de polidispersividade

RPS - ressonancia plasménica de superficie

TFA — trifluoroacético

TNM-FH — meio de cultura para células de insetos

Tgr— tempo de retencdo

UHPLC-ESI(+)-MS-PDA - cromatografia liquida de ultra-alta efici€ncia acoplada a
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray e aos arranjo de fotodiodos
UV — ultravioleta



APRESENTACAO DA TESE

Os resultados desta Tese sdo apresentados de forma organizada ao longo de quatro
secOes, onde cada material de Ilex paraguariensis, proveniente de uma fitorregido especifica

(A, B e ), foi utilizado de acordo com a finalidade da respectiva se¢do (Figura 1).

( ’
A h's

Influéncia dos pardmetros de rea¢do: concentracdo de
extrato aquoso vs. temperatura reacional

Influéncia da configuracdo do material e parte da planta
utilizada na reacdo

Bioatividades das AgNPs em modelos procariontes e
eucariontes

Figura 1: Esquema representativo da organizagdo desta Tese, indicando o material de llex paraguariensis e o
contexto abordado em cada segdo.
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1. INTRODUCAO

1.1. Producio de nanoparticulas metalicas: vantagens e desafios da fitossintese

O conhecimento da matéria em escala nanométrica permite a geragdo de materiais
com comportamentos e propriedades distintos daquelas quando em micro- ou macro escala
[1]. Dentre os nanomateriais que vem sendo amplamente desenvolvidos, a produgdo de
nanoparticulas metalicas (NPMs) apresenta expressivo destaque, sendo que esta pode ser
realizada seguindo duas abordagens: fop-down e bottom-up [2]. Em estratégias fop-down, as
NPMs sdo obtidas a partir de s6lidos massivos (bulk) — geralmente em dimensGes
micrométricas — até atingir a escala nanométrica. Em bottom-up, as NPMs sdo formadas a
partir de 4tomos ou moléculas até sua nucleacdo, crescimento e estabilizagdo coloidal. Na
primeira abordagem, as NPMs podem ser obtidas por sintese fisica, empregando-se as
técnicas de moagem mecanica [3], litografia [4], ablacdo a laser [5], entre outras. Na segunda,
podem ser utilizados dois métodos distintos: (i) sintese quimica, com aplicacdo do método
poliol [6], hidrotérmico [7], processo sol-gel [8], de radidlise [9], reducdo quimica [10], etc;
ou (ii) sintese verde ou biol6gica, utilizando recursos da biodiversidade, e.g., cogumelos [11],
fungos [12], bactérias [13] ou plantas [14].

Nao ha unanimidade (entre os pesquisadores) sobre qual método de sintese € o mais
indicado, uma vez que todos apresentam vantagens e desvantagens [15]. A sintese quimica
permite o controle do tamanho e forma das NPMs, no entanto, sdo utilizados reagentes ou
solventes potencialmente toxicos [16][17]. Por outro lado, a sintese fisica ndo faz uso de
agentes quimicos nocivos, porém, a produgdo € onerosa [18]. Como alternativa, os métodos
de sintese verde sdo ecologicamente corretos € de custo acessivel. Geralmente sdo métodos
simples, rapidos e realizados em uma Unica etapa; além de serem rentaveis e utilizarem pouca
quantidade de material bioldgico e fazerem uso de solventes de toxicidade baixa [19][20].

Na sintese verde, a produgdo de NPMs normalmente ocorre quando ions metalicos
sofrem reagdes de oxidacdo-reducdo (redox) e sdo estabilizados -eletrostitica e/ou
estericamente [21] na presenca de organismos j4 mencionados ou componentes moleculares
presentes em extratos de plantas, em meio reacional aquoso. Neste Gltimo, sintese via plantas
(fitossintese), um determinado extrato — ndo necessariamente os mesmos componentes — pode
promover todas as etapas de producdo das NPMs (biorredugdo, nucleagdo, crescimento e
estabilizacdo), prevenindo ou minimizando a agrega¢do indesejada, € consequentemente

tornando-as estdveis (em relagdo as caracteristicas fisico-quimicas) por periodos longos
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[22][23]. Todavia, a fitossintese de NPMs apresenta seus proprios desafios. As caracteristicas
qualitativas e quantitativas do perfil molecular de uma planta podem ser alteradas em fungdo
de agentes estressores bidticos (patdégenos como bactérias, virus, insetos, fungos e plantas
daninhas) e abidticos caracteristicos de sua regido fitogeografica (luminosidade, temperatura,
salinidade, pluviosidade e seca); além de agentes ndo naturais como o modo de cultivo e
processamento da planta, os quais podem modificar os constituintes quimicos e redirecionar
suas vias metabolicas [24][25][26][27][28][29][30][31]; podendo influenciar diretamente os
processos de sintese, bem como nas propriedades finais das NPMs produzidas utilizando

extratos aquosos de plantas.

1.1.1. Possiveis influéncias da fitossintese nas propriedades fisico-quimicas das NPMs

A caracterizagdo fisico-quimica das NPMs pode envolver a investigacdo das suas
propriedades Opticas, dimensionais, morfoldgicas, elétricas, estruturais, composicionais, entre
outras. Além das condi¢Ges/fatores mencionados na se¢do 1.1 (os quais podem interferir no
perfil fitoquimico da planta e consequentemente nas propriedades das NPMs) a literatura
reporta outras possiveis influéncias relativas aos pardmetros utilizados na reagdo, visando a
sintese de NPMs utilizando plantas.

A concentragdo do extrato aquoso da planta, e.g, pode influenciar nas propriedades
dimensionais e Opticas das NPMs. Ao aumentar a concentragdo de extrato aquoso de Prunus
persica (pessegueiro), verificou-se que o tamanho e absorbancia relativa das AgNPs
(indicando maior formag¢do) também aumentaram [32]. NPMs de ouro (AuNPs) sintetizadas
com Camellia sinensis (ché-da-india) também tenderam para maiores tamanhos com o
acréscimo de extrato [33]. Por outro lado, AgNPs sintetizadas com extrato aquoso de Aloe
vera (babosa) apresentaram ligeira tendéncia de diminui¢cdo do tamanho com o aumento de
extrato na reacdo [34].

A temperatura de reacdo € outro parametro que exerce influéncia sobre a formagao
de NPMs sintetizadas via plantas. De modo geral, a elevagdo da temperatura tende a aumentar
a taxa de reagdo e a efici€ncia da sintese de NPMs. AgNPs produzidas com extrato de
Ocimum sanctum (manjericdo santo) foram submetidas as temperaturas de 5, 15, 25 e
35°C, onde a absorbancia relativa aumentou com a temperatura, indicando maior formagao
de AgNPs; além de apresentar curvas de absor¢do com deslocamentos para maximos com
menores comprimentos de onda (blueshift), indicando variagdes sobre as propriedades
opticas [35]. A temperatura reacional também pode afetar o tamanho e a fase cristalina

(propriedade estrutural) das NPMs. Um estudo envolvendo AgNPs sintetizadas com extrato
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aquoso de Torreya nucifera (Kaya) e submetidas as temperaturas de 20, 35, 50 e 65°C,
identificou ligeiras variagGes nos tamanhos das AgNPs, reflexGes e fases cristalinas (dadas
pelos difratogramas de raios X) entre as temperaturas; além de diferengas expressivas nas
intensidades dos picos. Apesar dos efeitos descritos, a morfologia das AgNPs permaneceu
inalterada, com formas esféricas ou quase-esféricas [36]. NPMs de 6xido de zinco (ZnO-NPs)
sintetizadas utilizando Hibiscus sabdariffa (caruru-azedo) também foram avaliadas quanto a
estrutura cristalina. As ZnO-NPs, submetidas as temperaturas de 30, 60 e 100°C,
apresentaram difratogramas com variagGes expressivas nas intensidades dos picos e indices de
Miller [37].

O perfil fitoquimico (composi¢do) de uma planta pode variar de acordo com a parte
desta planta; podendo interferir nas propriedades opticas, dimensionais € composicionais das
NPMs. AgNPs sintetizadas a partir de diferentes partes (folhas, ramos, raizes e sementes) de
Macrotyloma uniflorum (grama de cavalo) apresentaram composicdes variadas e curvas de
absor¢do com comprimentos de onda/ maximos distintos entre si, situados em 420 e 400 nm;
com maior indicativo de formacdo de AgNPs, em ordem crescente, para as reacdes de sintese
utilizando folhas, ramos, raizes e sementes. Para as trés primeiras partes da planta foram
encontradas AgNPs com tamanhos variando entre 50-100 nm e para a (ltima tamanhos entre
20-100 nm [38].

Inimeras varidveis e possiveis combinagdes entre elas podem influenciar nas
propriedades fisico-quimicas de NPMs fitossintetizadas, implicando na previsibilidade destas
propriedades [39], uma vez que ndo € possivel certificar de que a planta terd os mesmos e/ou
quantidade equivalente de metabdlitos envolvidos na sintese, assim como na reprodutibilidade

e produgdo em larga escala.

1.2. Fitossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs): utilizacio de nitrato de prata

Entre as NPMs, destacam-se as nanoparticulas de prata (AgNPs). A prata (Ag),
derivado do latim Argentum, ¢ um metal nobre e pode ser obtida em sua forma natural,
industrial e/ou sintética a partir de processos hidro-, eletro- ou pirometaltrgicos
[40][41][42][43][44][45][46]. Sua aplicagdo na medicina € bastante comum por apresentar
maior toxicidade contra células procaridticas (como as das bactérias) em comparagdo as
eucaridticas (como as de animais e plantas).

No que tange ao sal metélico, o nitrato de prata (AgNO3;) — um dos possiveis
precursores para a producdo de AgNPs — apresenta massa molar igual a 169,8731 g/mol,

resultante das massas atémicas da prata (107,8682 u), do nitrogénio (14,0067 u) e do oxigénio
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(15,9994 u). Quando dissolvido em 4gua, o AgNO; se dissocia no cation Ag" (prata idnica) e
no anion NOj (nitrato) [47]. Esse processo aumenta a reatividade da prata, permitindo a
redugdo dos fons Ag" para Ag’ (prata metilica), quando decorrente da reagdo com agentes
redutores [48][10]; possibilitando a formacdo de nucleos estaveis e a formacdo de AgNPs
[49]. Adicionalmente, a Ag’ é um forte agente oxidante (que sofre redugio ao ganhar
elétrons), com potencial de redugdo de +0,79 na série eletroquimica, sendo mais forte do que
o cobre (+0,34) e mais fraca do que o ouro (+1,69) [50].

Estudos prospectivos relacionados & produgdo de AgNPs utilizando plantas como
Jatropha curcas (mandubiguacu) [51], Olea europaea (oliveira) [52], Abrus precatorius
(ervilha-do-roséario) [53], Hancornia speciosa Gomes (mangabeira) [54], Brosimum
gaudichaudii Trécul (bureré) [55], Azadirachta indica (amargosa) [56], ché-verde e cha-preto
[57], e mais recentemente Ilex paraguariensis [23], sugerem resultados satisfatérios em
relacdo & interag@o entre os metabdlitos secundarios dos extratos aquosos € 0 AgNOs3; além de
atividades bioldgicas (e.g., nematicida, larvicida, antibacteriana, entre outras) com respostas
diferenciadas daquelas utilizando somente extratos ou somente o sal metélico.

Dessa forma, o AgNO; contempla as necessidades do presente estudo, em funcdo de

suas propriedades, custo acessivel e por ser reportado com €xito para a fitossintese de AgNPs.

1.3. Ilex paraguariensis e seu contexto na engenharia de AgNPs

A erva-mate (I paraguariensis St. Hillaire) foi classificada originalmente pelo
naturalista francé€s Auguste de Saint Hillaire. Hillaire enviou amostras coletadas no Brasil
para o Museu de Historia Natural de Paris, onde a planta teve seu nome cientifico registrado
em 1822 [55]. A I paraguariensis (Figura 2) é naturalmente encontrada nas regides
subtropicais da América do Sul [58]: Argentina, Paraguai e Brasil, principalmente no Mato
Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul; no entanto, em condi¢Oes
favoraveis de plantio, € possivel cultiva-la em outros biomas, como o Cerrado, por exemplo.

O género Ilex possui mais de 600 espécies [59], das quais aproximadamente 60 sdo
nativas no Brasil. As plantas desse género sdo conhecidas por seu contexto cultural e
socioecondmico [60]. Além do uso tradicional (como chimarrdo ou tereré), também ¢
destinada & industria gastron6mica em outras bebidas como chés/cervejas, como aditivo
nutricional para humanos e animais, € na preservacdo de alimentos; para a producdo de
cosméticos, na composi¢do de sabonetes, xampus, desodorantes, hidratantes, entre outros; e

nas indastrias médica e farmacéutica, como antioxidantes, estimulantes, anti-inflamatorio,
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antimicrobiano, ansiolitico, etc, compondo uma gama de aplicagdes com iniimeros principios

ativos descritos, conforme disponiveis na literatura atual [61][62].

Figura 2: Arvore de llex pdraguariensis situada no Jardim Botanico de Brasilia- DF.

Na nanotecnologia, a planta foi recentemente relatada como um potencial
componente na engenharia de NPMs [63][64][23], devido & sua composicdo fitoquimica
elaborada, constituida, em sua maioria, por compostos fenélicos, metilxantinas e acidos
organicos. Entre eles podem ser destacados os 4cidos clorogénico e quinico, juntamente com
seus taninos derivados, como os acidos 3-cafeoilquinico (3-CQA), 4-cafeoilquinico (4-CQA),
S-cafeoilquinico (5-CQA), 3,4-dicafeoilquinico (3,4-diCQA), 3,5-dicafeoliquinico (3,5-
diCQA) e 4,5-dicafeoilquinico (4,5-diCQA). Os &cidos hidroxicindmicos, como os acidos
fertlico, p-cumarico, cafeico e sinapinico também estdo presentes, além dos flavondis como a
quercetina, o kaempferol, a mirecetina e a rutina; e os alcaldides purinicos como a cafeina e
seus derivados teobromina, teofilina e paraxantina [65][66][61][67][68][69].

Nestes compostos sdo amplamente frequentes os grupos hidroxila (OH), os quais
foram unanimamente relatados em outras espécies, entre os pesquisadores, por estarem
diretamente envolvidos no processo de redugio dos fons Ag'; e atuarem concomitantemente

(essas mesmas biomoléculas ou outras presentes no extrato da planta) na estabilizagdo das
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AgNPs recém-formadas; além de permitir que suas caracteristicas fisico-quimicas sejam

mantidas mesmo apds um periodo consideravelmente longo (eventualmente meses ou anos).

1.3.1. Processo de producio da Ilex paraguariensis e possiveis influéncias na fitossintese

A I paraguariensis pode ser utilizada in natura ou processada para as varias
finalidades com aplicagGes reconhecidas. O processamento industrial da I paraguariensis
segue uma série de eventos [70][71]: (i) as folhas, peciolos e ramos sdo coletados nos ervais,
levadas ao local de processamento, (ii) passam por uma etapa de sapeco, para retirar a
umidade superficial do material; nesta etapa ocorre a desativacdo enzimatica (peroxidase e
polifenoloxidase), para evitar a oxidagdo precoce, escurecimento € amargor desproporcional.
O procedimento subsequente ¢ o de (iii) pré-secagem, onde o material ¢ desidratado —
aproximadamente 80% — até que se torne quebradico, seguido da (iv) secagem, onde ¢ levado
a esteiras e recebe calor de forma uniforme; ambos (iii € iv) sdo executados com o objetivo de
evitar a perda dos compostos e degradagdo por microrganismos, devido ao teor de 4gua. Por
fim, € realizado o (v) cancheamento, onde o insumo resultante € fragmentado e (vi)
armazenado/estacionado até que atinja as caracteristicas desejdveis de cor e sabor, e
posteriormente (vii) empacotado e disponibilizado ao consumidor.

Ainda que as ervateiras sigam processos de producdo similares, variagGes em todas as
etapas envolvidas nestes processos podem acarretar em mudancas nas caracteristicas da
matéria-prima final, assim como as condigdes climaticas e fatores j4 mencionados na secdo
1.1; incluindo o método de cultivo, em que usualmente € feita a aplicacdo de insumos
quimicos, agrotoxicos e/ou conservantes para a protecdo da planta (método tradicional); assim
como podem ser cultivadas sem qualquer uso destas agGes protetivas (método orgénico).
Dessa forma, este (processo de produgdo — do cultivo ao empacotamento) se torna um desafio
a mais para a fitossintese de NPMs utilizando I. paraguariensis, onde € necessaria a
conservagdo e disponibilidade dos metabélitos secundérios da planta para que desempenhem
as funcOes desejadas (biorredugdo dos ions, estabilizacdo das NPMs e manutengdo das

propriedades fisico-quimicas) quanto a essa rota de engenharia.

2. JUSTIFICATIVA

A ampliagdo expressiva no nimero de publicacdes de pesquisas cientificas envolvendo
EE I 11

os termos “sintese verde”, “sintese bioldgica” ou “biossintese” de nanoparticulas € um fato

constatado [15][72][73]. Notavelmente, as vantagens dessa rota de engenharia sdo
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convidativas e ndo permitem que seus desafios intimidem os pesquisadores da area. Como ja
exposto, inimeros trabalhos que utilizaram plantas visando a sintese de nanoparticulas,
incluindo AgNPs, foram relatados com €xito, seja a partir da planta in natura [74][75] ou
processada [76][77][78].

No que tange a I. paraguariensis, ainda que tenham sido relatados numerosos estudos
a respeito da composi¢do, beneficios e aplicagdes, o uso da planta na area nanotecnologica
(via quimica verde [79]) € recente (2017/2018). Artigos relataram a utilizagdo da planta na
engenharia de nanoparticulas magnéticas [80][81], poliméricas [82][83] e metalicas
[64][84][23] — os quais fizeram uso de AgNO; como precursor — sendo parte do estudo
desenvolvido ao longo desta Tese, o primeiro artigo publicado em periédico cientifico
relatando a aplicacdo desta planta em sinergia com este sal metalico, sem outros componentes
e em etapa Unica [23]. Complementarmente e ao contrario deste, os demais estudos com
AgNPs e I paraguariensis envolveram etapas adicionais, como ajuste de pH [84], agitacdo
[64], centrifugagdo [64] e aquecimento do extrato previamente & reacdo com o AgNO; [84].

Nesse sentido, propde-se nessa Tese uma investigacdo sistematica, ndo com o objetivo
de indicar as melhores condigGes de sintese € sim a fim de adquirir conhecimento a respeito
da interagdo entre o extrato aquoso da planta e o AgNO; considerando: (i) a influéncia dos
pardmetros da reagdo (concentragdo de extrato aquoso versus temperatura reacional), (ii) o
ambiente de armazenamento do extrato bruto (s6lido) (temperatura ambiente versus
congelamento), (iii) o método de cultivo da planta (tradicional versus organico), (iv) o aspecto
do material (in natura fresco fragmentado versus in natura congelado pulverizado versus in
natura fresco pulverizado), (v) as partes da planta (folhas, peciolos € ramos versus folhas e
peciolos versus ramos) utilizadas na reagdo e (vi) as bioatividades das AgNPs produzidas.

Com isso, levanta-se a seguinte hipdtese: As varidveis consideradas influenciam nas
caracteristicas dos extratos aquosos e propriedades fisico-quimicas e biologicas das AgNPs
produzidas utilizando materiais de I paraguariensis. Sendo necessario para verificar tal
hipdtese, realizar a avaliagdo das amostras resultantes em relacdo as propriedades Opticas
(inspeg¢do visual e curvas de absorg¢do), dimensionais (tamanho), elétricas (carga de
superficie), morfolégicas (forma), estruturais (fase cristalina) € composicionais (grupamentos
funcionais, classes e compostos) dos materiais (quando aplicavel) e das AgNPs sintetizadas;
além da investigacio em relagfo as bioatividades antibacteriana e citotoxica, dado que a Ag' e

alguns dos constituintes da planta foram relatados por apresentarem efeitos colaterais.
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Por fim, é importante ressaltar que (1) nenhum dos estudos anteriores reportou a
influéncia das varidveis aqui exploradas; assim como (2) ndo ha relatos da utilizacdo de
diferentes partes isoladas na sintese de AgNPs com esta planta. (3) Sinteses com AgNO; e
estas plantas de I paraguariensis pertencentes as regides do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina também ndo foram mencionadas na literatura quanto a reagdo com este precursor
metalico. Adicionalmente, € de relevancia evidenciar que (4) este estudo € pioneiro em
investigacOes cientificas com uma I paraguariensis plantada no bioma Cerrado, sendo que

estes aspectos fitorregionais poderiam influenciar nos processos de sintese de AgNPs.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar o potencial de formagao, propriedades fisico-quimicas e bioatividades in vitro de
AgNPs produzidas utilizando materiais de Ilex paraguariensis advindos de diferentes

fitorregides, ambiente de armazenamento, métodos de cultivo, aspectos e partes da planta.
3.2. Objetivos especificos

e Sintetizar AgNPs a partir de concentragGes finais varidveis de extrato aquoso de L
paraguariensis e em diferentes temperaturas reacionais;

e Avaliar a influéncia da sintese de AgNPs a partir de materiais de . paraguariensis
mantidos sob temperatura ambiente e congelado;

e Investigar a reprodutibilidade dos processos de fitossintese para obtencdo das AgNPs;

e Avaliar a estabilidade coloidal das particulas obtidas ao longo de 365 dias;

e Avaliar a influéncia do método de cultivo de I paraguariensis em relagdo aos extratos
aquosos e as caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs;

e Investigar a influéncia do aspecto do material e as diferentes partes da planta em
relacdo aos extratos aquosos resultantes e as caracteristicas fisico-quimicas das
possiveis AgNPs produzidas;

e (aracterizar as AgNPs obtidas por meio de técnicas de investigagcdes fisico-quimicas
visando & determinagdo de perfis indicativos de ressonancia plasmoénica de superficie
(andlise espectrofotométrica), didmetro hidrodindmico e polidispersividade

(espectroscopia por correlagdo de fotons), potencial Zeta de superficie (mobilidade
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eletroforética), fase cristalina (difracdo de raios X), didmetro seco e morfologia
(microscopias de for¢a atGmica e eletronica de transmissdo); além de investigar os
possiveis grupamentos funcionais (espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier), teor total de antioxidantes e fendis totais (ensaios bioquimicos),
metabdlitos secundarios (classes) e os possiveis ions (cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray e
ao detector de arranjo de fotodiodos) referentes aos constituintes dos extratos aquosos
das plantas utilizadas;

e Avaliar as AgNPs quanto & acdo antibacteriana (E. coli e S. aureus) e citotoxica in

vitro em células de inseto (Spodoptera frugiperda).

4. METODOLOGIA

4.1. Materiais de Ilex paraguariensis

4.1.1. Materiais brutos e extratos aquosos de Ilex paraguariensis

Os materiais brutos de I. paraguariensis foram obtidos a partir de trés fitorregides de
origem: Erechim, RS (A); Canoinhas, SC (B) e Brasilia, DF (C), e separados por diferentes
partes da planta e aspecto do material (Tabela 1).

Tabela 1: Materiais de 1. paraguariensis classificados de acordo com a fitorregido de origem (A=Erechim, RS;

B= Canoinhas, SC ¢ C= Brasilia, DF), parte da planta utilizada na reagdo, aspecto do material ¢ nome de
referéncia do respectivo extrato aquoso obtido.

Fitorregido de Parte da planta utilizada na . Referéncia do
origem reagio Aspecto do material extrato
A Folhas, peciolos ¢ ramos Al
B Folhas, peciolos ¢ ramos Bl

Processado
Folhas e peciolos (Pulverizado fresco) C3
Ramos C4
C Folhas, peciolos ¢ ramos C5
In Natura
(Fragmentado fresco) C1
Folhas e peciolos Processado

(Pulverizado congelado) C2
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A e B sdo plantas comerciais, cultivadas e processadas industrialmente pelas
ervateiras Ouro Verde (método de cultivo tradicional) e Yacuy (método de cultivo orgéanico).
respectivamente. C foi cultivada ex sifu no Jardim Botinico de Brasilia e processada
manualmente nas dependéncias da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - DF. De
acordo com os responsaveis pela manutengdo dos espécimes vegetais no local de coleta, a
contengdo dos insetos € realizada somente com o uso de compostos naturais.

O material de C (folhas, peciolos e ramos) foi coletado, assepsiado com extran® e
agua destilada (tipo III) (com lavagem tUnica) e separado a partir das seguintes condigGes: (1)
In natura, onde folhas/peciolos foram fragmentados em partes de aproximadamente 1,5 mm.
(2) Processado, onde folhas/peciolos € ramos foram acondicionados em uma bandeja, levados
até uma estufa de secagem com circulagdo de ar (Marconi) € mantidos por 24 h a 38°C. Apos
adquirir um aspecto seco e quebradi¢o, o material resultante foi pulverizado em partes
distintas da planta, sendo elas: (i) folhas, peciolos e ramos, (ii) folhas € peciolos, e (iii) ramos,
em moinho analitico (IKA A11). (3) Processado ap6s congelamento, onde folhas e peciolos
frescos foram armazenados em temperaturas na faixa de -40 + 2°C, por 30 dias, assepsiados,
secados e pulverizados.

O preparo de cada extrato aquoso envolveu a diluicdo de 1 g de material bruto de L
paraguariensis em 10 mL de agua ultrapura tipo I (Milli-Q) fervente. A mistura foi submetida
a filtragdo com auxilio de papel filtro qualitativo (J Prolab®) com a maioria dos poros de 14

um, utilizando funil. Os extratos foram utilizados imediatamente apds o preparo.

4.2. Sintese de AgNPs

As reagOes e possiveis sinteses de AgNPs foram investigadas em trés etapas (Tabela
2). A primeira, realizada a partir do extrato proveniente da fitorregido A, considerou quatro
diferentes concentracGes de extrato € uma temperatura de sintese. A segunda, realizada
também a partir do extrato proveniente da fitorregido A, considerou duas concentracdes de
extrato e sete temperaturas adicionais. E a terceira etapa, realizada a partir dos extratos
provenientes das fitorregides B € C, considerando uma concentracdo de extrato e uma
temperatura reacional, previamente selecionados.

Para cada concentracdo de extrato utilizado na reacdo com o AgNO; (Sigma Aldrich,
Brasil) em solugdo aquosa, foi preparado um respectivo controle na mesma concentragdo, sem
adi¢do do precursor metalico. Adicionalmente, um controle de AgNOs; foi preparado sem
adi¢do de extrato. As reagdes transcorreram na auséncia de luz por 3,5 h, nas temperaturas

descritas.
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Tabela 2: Etapas referentes as reagdes indicando as concentragdes de extratos aquosos, AgNO; ¢ as temperaturas
utilizadas, respectivamente a cada material bruto (A, B ¢ C) de llex paraguariensis.

Fitorregido Concentracio de Concentragiio .
Etapa de origgem extrato [mg/mL] final de AgNO,  Temperatura de reagdo (°C)
[mM]
12 A 50,10,1e0,1 1 50
28 A 10e1 1 10, 20, 30, 40, 60, 70 ¢ 80
30 o 10 1 50

4.2.1. Ambiente de armazenamento do material bruto sélido

Esta avaliacdo foi realizada utilizando materiais provenientes das fitorregides A e C.

Os materiais brutos advindos de A foram estocados no mesmo dia em duas condi¢Ges
ambientais distintas: (1) a primeira aliquota foi mantida em tubo tipo Falcon sob temperatura
ambiente. (2) a segunda aliquota foi mantida em tubo tipo Falcon sob congelamento. Os Lotes
1, 2, 3 e 4 foram submetidos a reagdo com AgNO; a partir do material descrito na condi¢do 1
(visando também & avaliagdo da reprodutibilidade dos processos de sintese). O Lote 5 foi
submetido a reagdo com AgNO; a partir do material descrito na condicdo 2.

Os materiais brutos advindos da fitorregido C foram avaliados também a partir de duas
condi¢des distintas: (1) coletado, assepsiado, pulverizado e submetido a reacdo com AgNO;. e
(2) coletado, estocado sob congelamento e posteriormente assepsiado, pulverizado e
submetido & reacdo com AgNO;. Esta etapa visou verificar a influéncia do ambiente de
armazenamento em relagdo ao perfil molecular do extrato e as caracteristicas fisico-quimicas

das possiveis AgNPs produzidas.
4.3. Técnicas de caracterizacio
4.3.1. Espectrofotometria de Absorcio na regiio do UV-Visivel

Os espectros de absorbancia foram adquiridos em espectrofotémetro Q798U
(Quimis, Brasil). O monitoramento das reagdes foi realizado por leituras da absorbancia das
amostras a cada 30 min por 3,5 h (plateau) a 450 nm. Apds 24 h, foi adquirida uma curva de

absor¢do na faixa de 350 a 550 nm para cada amostra. As dilui¢Ges foram fixadas em 1:10.

4.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As AgNPs sintetizadas foram submetidas a analises por MET para identificacdo da

morfologia. Apés dilui¢do (1:10), as amostras foram depositadas em uma tela de cobre de 200
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malhas recoberta por pelicula de Formvar. As imagens de MET foram adquiridas utilizando
um microscopio eletrénico de transmissdo JEM-1011 (JEOL, Japdo) com filamento de
tungsténio e acoplado com cidmera CCD (Gatan, EUA). As AgNPs nas imagens foram
analisadas com o auxilio do software Image Pro Plus (Media Cybernetics, EUA).

4.3.3. Microscopia de Forca Atomica (MFA)

As andlises por MFA foram realizadas & temperatura ambiente utilizando um
microscopio de for¢a atdmica SPM-9600 (Shimadzu Corporation, Japdo). O preparo das
amostras seguiu uma dilui¢do (1:20) com posterior deposicdo de 1 pL da suspensdo em uma
superficie recém clivada de mica muscovita. Foi empregado um cantilever retangular
integrado com uma ponteira cOnica de silicio, com frequéncia de varredura de 1 Hz. As
imagens foram obtidas analisando 4areas de 10 um X 10 pm em modo dindmico, com
resolugdo de 512 x 512 linhas. As imagens foram entdo processadas no software SPM

Manager do mesmo fabricante para determinar o didmetro seco (em altura) das AgNPs.
4.3.4. Espectroscopia por Correlagao de Fotons e Mobilidade Eletroforética

O diametro hidrodindmico e o indice de polidispersividade (PdI) foram adquiridos
por espectroscopia por correlacio de fotons, também denominada espalhamento de luz
dindmico (DLS); enquanto o potencial Zeta de superficie foi adquirido pela técnica de
mobilidade eletroforética. Ambos foram medidos a partir do mesmo instrumento, um
ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido), com laser de He-Ne com A = 632,8
nm em 173°. As amostras foram diluidas em agua Milli-Q (1:10). Foram realizadas trés
leituras para cada amostra, em modo manual. Os dados foram processados no software

ZetaSizer (versdo 7.11), desenvolvido pelo mesmo fabricante.
4.3.5. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho foram adquiridos utilizando um
espectrometro Vertex 70 (Bruker Corporation, EUA) no modo refletdncia total atenuada
(ATR) com as amostras em estado liquido. Para andlise, foram depositados 2 pl. de cada
amostra (sem dilui¢do) em um cristal de diamante e os espectros foram obtidos na regido entre
4.000 a 350 cm”, com resolugio de 4 cm” e 32 scans. Os dados foram adquiridos e
processados com o software OPUS 7.2 (Bruker Corporation, EUA).
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4.3.6. Difraciio de Raios X (DRX)

Para as andlises de difracdo de raios X (DRX), foi utilizado um difratémetro do
modelo MiniFlex 600 (Rigaku, Japdo). O equipamento foi ajustado na faixa de 20 (graus)
variando de 30 a 80°, com intervalos de leitura de 0,05°. Como fonte de radiagdo foi utilizado
um feixe de raios X Cu-Ka com A=1,5418 A, operado com tensdo de 40 kV e corrente de 30
mA. As amostras foram previamente liofilizadas, a partir de um volume final liquido de 10
mL. Cada amostra foi depositada na superficie de discos (porta-amostra) constituidos por

silicio, fixado com auxilio de 4lcool isopropilico e levado ao difratémetro.

4.3.7. Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com ionizacio por electrospray e ao detector de arranjo de fotodiodos (UHPLC-
ESI(+)-MS-PDA)

(1) UHPLC-PDA: As anilises foram realizadas utilizando um UHPLC (modelo
Acquity H-Class, Waters) com sistema de bombeamento quaternario de solventes,
desgaseificador a vacuo, forno de coluna equipado com pré-aquecedor de solvente (pre-
heater) e detector de arranjos de fotodiodos (PDA). (2) UHPLC-ESI(+)-MS: De acordo com
os espectros obtidos por (1), foram realizadas andlises para investigar as massas moleculares
das classes e possiveis compostos identificados. As andlises foram realizadas em
espectrometro de massas (modelo Acquity Xevo TQD, Waters) equipado com fonte de
ionizagdo por electrospray (ES]) e analisador de massa do tipo triplo quadrupolo (QqQ, TQD,
Waters), no modo positivo de ionizacdo (ESI(+)-MS), nas seguintes configuragGes: voltagem
do capilar igual a 3,5 kV, temperatura de solvatacdo de 400°C, temperatura da fonte de
150°C, vazdo do gas do cone a 20 L/h e vazdo do gas de solvatagdo a 650 L/h. Ambas as
abordagens empregaram separagdo cromatografica com a coluna de fase reversa HSS T3 1,8
um (2,1 x 150 mm), com temperatura de 30°C. Os solventes utilizados nas andlises por (1)
foram agua + 0,1% &cido trifluoroacético (TFA); e acetonitrila (ACN) + 0,1% TFA. Para as
analises por (2) foram utilizados adgua + 0,1% &cido férmico; e ACN + 0,1% éacido férmico.
As amostras foram liofilizadas e diluidas em agua para se obter solucdes na concentragdo de 5
mg/mL e entdo foram analisadas no sistema (1) a 210 nm. Para as andlises por (2), as
amostras foram liofilizadas, diluidas e analisadas na concentragdo de 0,1 mg/mL. Os padroes
comerciais utilizados foram o acido furéico, acido cumadrico, acido vanilico, acido cafeico,
acido quinico, acido fertlico, 4cido clorogénico e vanilina, elencados com base no perfil dos

espectros UV (andlise por (1)).
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4.3.8. Quantificacio de fendis totais

A quantificacdo de compostos fendlicos foi determinada pelo método colorimétrico,
via reagente Folin-Ciocalteu 2N (Sigma Aldrich); que na presenca de alguns agentes
redutores permite determinar a concentracdo total destes componentes. Para a construgdo da
curva padrdo foi utilizado o acido gélico (Dindmica), além de uma solugdo de carbonato de
sodio (Na;CO3) (200 mg/mL) e dgua milli-Q. O ensaio foi realizado em triplicata em uma
microplaca de 96 pocos. A curva foi construida considerando oito concentragdes distintas do
padrdo, com volume final de 300 pL. Os extratos aquosos foram utilizados logo apds o
preparo (solugdo estoque de 100 g/L). Dadas as variagdes entre as amostras, foram adotadas
dilui¢Ges distintas, as quais foram normalizadas para a obten¢do do resultado final. As
amostras foram incubadas, na auséncia de luz, por 2 h e a leitura foi realizada em um
espectrofotometro (SPECTRAmax Plus) a 765 nm.

4.3.9. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos aquosos de I paraguariensis foi avaliada a
partir do método de sequestro de radicais livres utilizando o reagente (oxidante) 2,2- difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) (Sigma Aldrich). A transformacdo do DPPH pode ser observada pelo
decréscimo da absorbancia. Este protocolo € uma otimizagdo do procedimento descrito por
Blois [85]. Como padrdo foi utilizando o antioxidante hidroxitolueno de butila (BHT). Este
método de coloragdo permite realizar uma correlagdo entre a cor, ap6s a reagdo, com a
quantidade de compostos antioxidantes presentes no meio reacional. Como controles negativo
(interno) e negativo foram utilizados, respectivamente, DPPH+4gua ¢ DPPH-+metanol, dado
que o padrdo foi diluido em metanol, visando com isso verificar a possivel influéncia deste
em relacdo ao resultado do padrdo. Os extratos foram utilizados prontamente ap6s o preparo.
O ensaio foi realizado em triplicata em uma microplaca de 96 pogos. As amostras foram
incubadas, na auséncia de luz (recoberto com papel aluminio), por 30 min e a leitura foi
realizada em um espectrofotémetro (SPECTRAmax Plus) a 517 nm. A cinética das reagdes

foi monitorada durante todo o tempo de incubagio.
4.3.10. Ensaio de atividade antibacteriana

As amostras obtidas a partir do Extrato Al, ou seja, as AgNPs [A1(1) e A1(10)], e
seus respectivos controles contendo somente extratos aquosos [Ctrl A1(1) e Ctrl A1(10)],

juntamente com o controle de prata (solu¢do de AgNOQOs), foram avaliadas contra Escherichia
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coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 2593) pelo método da concentragdo
inibitéria minima (CIM). O caldo LB (Luria Bertani) foi utilizado para o crescimento e
desenvolvimento das bactérias para o meio liquido, ou com adicdo de agar, para o meio
s6lido; o qual foi escolhido por ndo apresentar aglutinagdo nas AgNPs. As amostras foram
diluidas em seis concentragGes (256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 uM equivalente em nitrato de prata)
em uma microplaca de 96 pogos contendo as células de E. coli e S. aureus, com a mesma
quantidade para cada amostra (em uma concentragio final de 1x10° UFC/mL, com OD 0,05 a
600 nm). Os ensaios foram realizados em triplicatas experimentais. Como controle positivo
foram utilizados penicilina/estreptomicina (100 pg/mL em cada pogo) € como controle
negativo agua Milli-Q. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h e os resultados

foram obtidos por inspecdo visual de acordo com a turbidez das amostras presentes nos pogos.
4.3.11. Ensaio de citotoxicidade

As amostras foram obtidas a partir dos extratos Al, B1 e C5. As AgNPs [A1(10),
B1(10) e C5(10)], com seus respectivos controles contendo somente extrato aquoso [Ctrl
A1(10), Ctrl B1(10) e Ctrl C5(10)], e juntamente com o controle de prata (solugdo de
AgNQO3), foram avaliados em relacdo a citotoxicidade em linhagem celular do inseto
Spodoptera frugiperda (IPLB-SF21), utilizadas como modelo de células eucaridtica. Para
realizacdo deste ensaio, as AgNPs foram sintetizadas, armazenadas e caracterizadas em dias
iguais. As células SF21 foram sedimentadas em placas de 96 pogos, na concentracdo de 2 x
10* células/pogo, em meio de cultura TNM-FH. Apds sedimentagio, as amostras (controle
agua, controle DMSO, AgNPs, extratos e solugdo de AgNO3) foram adicionadas as células. A
avaliacdo da viabilidade celular foi realizada com base no teste colorimétrico MTT com
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio. As células foram incubadas a
27°C durante 24 horas. Em seguida, os meios de cultura, contendo as amostras e os controles,
foram removidos dos pogos sendo adicionado MTT na razdo 1:10 (5 mg/mL) e 90 pL de meio
de cultura por poco. Ap6s 2h de incubagdo, a solugdo de MTT/meio de cultura foi removido e
adicionado 100 pl de DMSO por pogo. A leitura das amostras em espectrofotémetro
(SPECTRA max Plus) a 595nm.

4.3.12. Analises Estatisticas

Os dados quantitativos das AgNPs sintetizadas em todas as temperaturas e

caracterizados por DLS e potencial Zeta foram realizados a partir de trés leituras individuais e
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estdo apresentados como a média + desvio padrdo ou média + erro padrio da média. As
analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software PAST (versdao 2.17b) [86] e as
possiveis diferengas estatisticas entre os lotes foram avaliadas pela andlise de varidncia
(ANOVA) e pelo teste de Tukey. O nivel de significancia foi ajustado para p < 0,05. O
mesmo foi aplicado para a andlise estatistica em relagdo ao bioensaio de citotoxicidade,

realizado em triplicatas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Fitorregiao A

5.1. Influéncia dos parametros de reaciio: concentragio de extrato aquoso
vs. temperatura reacional

Esta primeira etapa do estudo avaliou o material bruto de 1. paraguariensis advindo
da fitorregido A, objetivando investigar a influéncia da concentracdo de extrato (com as
variag0es representadas pelo esquema exibido na Figura 3) e temperatura de reagdo nas

caracteristicas fisico-quimicas das possiveis AgNPs formadas.

Figura 3: Esquema representativo do Extrato Al, proveniente da fitorregido A (Rio Grande do Sul) e a partir de
quatro concentragdes distintas. O material bruto da planta, constituida por folhas, peciolos ¢ ramos foi adquirido
comercialmente em sua forma pulverizada.

5.1.1. Analise espectrofotométrica da formacio de AgNPs

As propriedades Opticas relacionadas ao potencial de formacdo de AgNPs foram
analisadas em duas fases: I) a partir de quatro concentragdes de extrato aquoso [0,1; 1; 10 e 50
mg/mL] e uma temperatura de reagdo [50°C]; e IT) a partir de duas concentracdes de extrato
aquoso [1 e 10 mg/mL] e sete temperaturas [10, 20, 30, 40, 60, 70 ¢ 80°C]. Para isto, a
espectrofotometria UV-Visivel foi utilizada com o objetivo de (i) monitorar a cinética das
reagOes; (i) investigar a possivel correlacdo entre a formacdo de AgNPs (indicada pela
absorbancia) vs. a concentracdo de extrato aquoso e a temperatura reacional; e (iii) avaliar as

curvas de distribui¢do indicativas da nanoestruturacdo da Ag.
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5.1.1.2. Fasel

As cinéticas das reagOes para as concentragdes de extrato de 50; 10; 1 e 0,1 mg/mL a
50°C foram monitoradas por 3,5 h (Figura 4a) a 450 nm. As amostras foram nomeadas
A1(50); A1(10); Al(1); e A1(0,1). A absorbancia foi novamente aferida apos 24 h (i) no
mesmo comprimento de onda (450 nm) sem dilui¢do (Figura 4b); e (ii) em comprimentos de
onda variando na faixa de 350 a 550 nm a partir das amostras diluidas, a fim de obter as
curvas de distribuigdo destas absorbancias; as quais podem ser indicativas da formagdo de

AgNPs, dadas pelos maximos (eixo y) situados entre 400 e 500 nm, caracteristicos da prata

nanoestruturada (metélica).
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Figura 4: Curvas de monitoramento das reagdes durante (a) 3,5 h ¢ (b) 24 h apos o inicio das reacdes com extrato
aquoso de I paraguariensis, em 450 nm. Para as concentrag¢des finais de extrato aquoso 0,1; 1; 10 mg/mL foram
aplicados ajustes exponenciais utilizando a funcdo MnMolecular! ¢ para a concentragdo de 50 mg/mL foi
aplicado um ajuste sigmoidal (sigmoidal/ boltzmann), ambos disponiveis no software OriginPro 2015.

A partir das absorbancias aferidas nos intervalos de tempo durante 0 monitoramento
(Figura 4a), foram aplicados ajustes objetivando determinar uma possivel correlagdo entre as
absorbancias das AgNPs e a concentragdo de extrato aquoso utilizada na reacdo; dado que,
pela lei de Lambert-Beer [87], a absorbancia de uma amostra, em um determinado
comprimento de onda, ¢ proporcional a concentragdo de espécies quimicas (4tomos,
moléculas ou ions) contidas nesta amostra [88]. Os ajustes foram realizados utilizando o
modelo de crescimento monomolecular [89], aplicando-se a fungdo exponencial
MnMolecular] dada pelo software OriginPro 2015,

A=A_[1- e Forst]
onde A corresponde a absorbancia (dada em unidades arbitririas) aferida em cada intervalo de

tempo t (dado em h), A, representa a absorbancia no tempo “infinito” de reacdo € k € um

coeficiente de proporcionalidade (dado em h™'), também conhecido como coeficiente da
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velocidade (taxa) da reagdo, observada experimentalmente; e pode ser compreendido como a
taxa de conversdo de reagentes em produtos [90][91], ou seja, uma medida indireta da
velocidade de formagio de niicleos de Ag’. Ademais, é esperado para esse modelo um rapido
crescimento (das AgNPs), seguido de estabilizagdo [89].

Os perfis de absorbancia das cinéticas (Figura 4a) apontaram que a velocidade média
da reacdo (k) (obtida entre todos os pontos de cada curva) pode ser influenciada pela
concentragdo final de extrato aquoso utilizada, aumentando proporcionalmente & essa
concentragdo; com valores de k iguais a 0,573 (R2=O,92); 1,361 (R2=O,98) € 4,977 (R2=O,99),
respectivamente, para A1(0,1), A1(1) e A1(10). Os coeficientes de correlagio R* indicam que
este modelo € capaz de explicar os valores/comportamentos observados.

O mesmo ajuste (MnMolecularl) ndo pode ser aplicado para a amostra com a maior
concentragdo final de extrato [A1(50)] dado o perfil da cinética da reagdo com
comportamento diferenciado em relagdo as demais concentragGes, sendo necessario um ajuste
sigmoidal, obtido a partir da equagdo de Boltzmann,

A —A,

A e A + '::f-fn;:'

==

1—e =

também disponivel no software OriginPro 2015 (sigmoidal/ boltzmann), onde o € o
coeficiente que descreve o comportamento da inclinacdo da curva durante a transicdo das
fases (inicial, crescimento e o plateau) [92] e identifica a continuidade ou descontinuidade das
mesmas. Para este ajuste a correlagdo foi de R?=0,98. Adicionalmente, para essa mesma
concentragdo observou-se uma queda brusca na absorbancia ap6s 24 h (Figura 4b), sugerindo
a possibilidade de formagdo de AgNPs apenas durante o periodo de imersdo em banho-maria
e monitoramento da reagdo (3,5 h), sendo portanto, fracamente estruturadas. Dessa forma, o
extrato de I paraguariensis nesta concentra¢do, provavelmente tenha produzido AgNPs
cinética e/ou termodinamicamente instaveis, sendo posteriormente dissolvidas.

Para a amostra com a menor concentracdo final de extrato [A1(0,1)] empregada no
processo reacional, foi observado um comportamento regular durante o monitoramento, e
indicando apenas ligeira queda da absorbancia ap6s 24 h; no entanto, essa concentragdo de
extrato ndo foi suficiente para promover a formacido de AgNPs, pelo menos, detectaveis. Estas
observagdes (referentes & maior € menor concentragdo final de extrato) estdo em consonancia
com as andlises relacionadas as curvas de absor¢do obtidas (Figura 5a e Figura 5g) para as
amostras; dado que quando AgNPs sdo sintetizadas, as curvas de absorc¢do (plotadas de 350 a

550 nm) apresentam uma absor¢do maxima, situada entre 400 e 500 nm, caracteristica da
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prata nanoestruturada. Este maximo (ausente para as concentragdes extremas de extrato) €
evidenciado devido ao fendmeno de ressonéncia plasmonica de superficie (RPS), que pode ser
entendido como oscilagdes coletivas de elétrons presentes na banda de condugdo do metal, e
que ressoam no mesmo comprimento de onda da radi¢do (luz) incidente (fornecida pelo
espectrofotometro) [93]. Estas oscilaghes podem variar de acordo com o tamanho, forma,
concentragdo de extrato aquoso, temperatura de reacdo, a constante dielétrica do meio
circundante (4gua neste caso), além das biomoléculas envolvidas na reagdo [94].

Para as amostras com concentragGes intermediarias [Al(1) e A1(10)] foram
observadas curvas com comportamentos similares durante as 3,5 h e com estabilidade 24 h
ap0s o inicio da reacdo, Figura 4a e 4b, respectivamente. Além disso, distribuicdes bem
definidas com méaximos centrados em 440 [A1(1)] e 460 nm [A1(10)] (Figura 5c e 5e¢) foram
observadas, sugerindo formag¢do de AgNPs estaveis. Ademais, entre Al(l) ¢ Al1(10), a
segunda apresentou maior intensidade relativa quando comparada & primeira; e, por
permitirem a formagdo de AgNPs, estas foram consideradas as condi¢cdes Otimas de sintese
nesta temperatura e pertencem ao primeiro lote de amostras (Lote 1) utilizadas neste estudo.

Adicionalmente, ao término do monitoramento, as amostras referentes as quatro
concentragdes foram fotografadas (Figura 5b; 5d; 5f e 5h) para comparagdo/inspegdo
visual, onde: (1) refere-se a possivel suspensdo coloidal (4gua+AgNO;+extrato aquoso); (2)
ao controle do extrato (4guatextrato aquoso); e (3) ao controle da prata (dgua+AgNO;).

Foram observadas coloracdes variadas entre as concentracdes quando comparados os
tubos 1 e 2. Esta variacdo entre a possivel suspensdo coloidal e seu respectivo controle
contendo somente extrato € relatada na literatura como sendo outro indicio da formacdo de
AgNPs (além da RPS), conhecido como efeito ou espalhamento Tyndall [95]. Neste
espalhamento, alteragGes Opticas visuais sdo observadas quando a luz sofre desvios em fungédo
da reflexdo provocada por nanoestruturas suspensas em meio aquoso. No entanto, dados os
resultados de A1(50) — auséncia de formagdo de particulas estdveis — € possivel que estas
variagoes entre 1 (marrom escuro) e 2 (amarelo) (Figura 5b) tenham outros fatores envolvidos
quando na presenca do sal metélico, que ndo apenas devido & formacdo de nanomateriais, tais
como a formagdo de estruturas floculadas, coaguladas e/ou sedimentadas.

Posto isto, € preciso considerar a contribui¢do das energias térmica e cinética durante
a reagdo, a alta concentragdo de extrato aquoso utilizada nesta condigdo € a pigmentagdo
natural da planta. Frente a esse cendrio, investigagGes analiticas, além de visuais, e por

diferentes técnicas de caracterizagdo sdo imprescindiveis para interpretacdo dos resultados.
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Figura 5: Curvas de absorc¢do na regido do UV-Vis e tubos das reagdes a 50°C com extrato aquoso de I
paraguariensis. Materiais provenientes do Extrato Al nas concentra¢les finais de (a,b) 50 mg/mL, (c,d) 10
mg/mL, (e,f) 1 mg/mL e (g,h) 0,1 mg/mL. As linhas em cinza referem-se aos controles de extrato. As linhas
pretas referem-se a solugdo de AgNO;.
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As condigoes 6timas de sintese, a 50°C, foram almejadas utilizando as concentra¢des

finais de 1 [A1(1)] e 10 [A1(10)] mg/mL de extrato aquoso, como verificado na Fase I da

secdo 5.1.1.2. Nesse sentido, o presente estudo foi conduzido a partir de sete temperaturas

adicionais (10, 20, 30, 40, 60, 70 e 80°C) — dado que a velocidade de reagdo e a quantidade de

nacleos Ag’ formados também podem ser influenciadas pela temperatura [94].

As cinéticas das reagGes foram monitoradas por 3,5 h (Figura 6 a e 6¢) e apds a

aquisi¢do das medidas de absorbancia aferidas nos intervalos de tempo, foram aplicados os

ajustes a partir da fungdo exponencial MnMolecular 1 (descrita na secdo 5.1.1.2), a fim de

tentar obter alguma possivel correlacdo (dada por k) entre as absorbancias das AgNPs e a

variagdo da temperatura reacional.
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Figura 6: Cinéticas das reagdes em diferentes temperaturas, avaliadas por 3,5 h e velocidade média da reacdo (k)
das AgNPs obtidas utilizando extrato aquoso de I paraguariensis: (a,b) A1(1) e (c,d) A1(10).

De acordo com os dados observados (Figuras 6a e 6¢) € possivel sugerir que (i) a

absorbancia aumenta com o tempo de reacdo em todas as condi¢des testadas e (ii) diferem
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para ambas as concentracdes de extrato e para todas as temperaturas avaliadas. Além disso, de
acordo com as cinéticas das reagdes, (iii) ndo h4a uma relagdo direta entre temperatura de
reagdo (e.g. 20 e 60°C) e absorbancia mensurada, ainda que ocorra essa tendéncia para
algumas destas condigoes.

Contudo, ao avaliar a velocidade média da reacdo (k) obtida para cada temperatura
dentro do conjunto de AgNPs Al1(1) (Figura 6b), foi verificado que k apresentou
comportamento proporcional & temperatura reacional; com excecdo de quando as reagdes
ocorreram a 60°C e a 10°C. Para esta temperatura (10°C) a cinética da reacdo obteve melhor
ajuste utilizando a fun¢do sigmoidal, descrita anteriormente, com R?=0,99. Ao contrario deste,
para o conjunto de AgNPs A1(10) (Figura 6d), as velocidades médias obtidas apresentaram
comportamentos aleatorios, ou seja, ndo aumentaram de forma proporcional as temperaturas
reacionais; com valores de k, em ordem crescente, correspondentes as temperaturas de 10, 30,
40, 20, 60, 80, 70 e 50°C.

As diferencas observadas entre Al1(1) e A1(10) ao utilizar uma concentragdo de
extrato aquoso dez vezes maior para o segundo conjunto, devem considerar a presenca de um
nimero muito maior de biomoléculas envolvidas na reagdo, potencializando ou mesmo
inibindo os processos de reducdo dos ions, nucleacdo, crescimento e/ ou estabilizacdo das
AgNPs em uma dada temperatura, dado que o material bruto de I. paraguariensis (adquirido
comercialmente) € composto por diferentes partes da planta (folhas, peciolos e ramos); sendo
necessarios estudos adicionais para compreender este mecanismo.

As maiores velocidades médias, tanto para A1(1) quanto para A1(10), foram mais
expressivas para as temperaturas de 50, 70 e 80°C, coincidindo também com maiores
intensidades relativas dadas pelas distribui¢Ges indicativas de RPS (Figura 7a e 8a), com
maximos dados entre 420 e 460 nm (Figuras 7b e 8b), sugerindo formagdo mais abundante de
AgNPs para estas temperaturas. Para que nenhuma curva de absor¢do fosse suprimida por
outras com maiores intensidades relativas e pretendendo que os perfis destas curvas para cada
temperatura fossem conhecidos, foram adotados multiplos eixos y.

Este resultado estd em consonéncia com estudos [96][35] que indicaram uma forte
tendéncia onde maiores absorbancias € maior formacdo de AgNPs estdo diretamente
relacionadas a maiores temperaturas. Isto pode ocorrer devido ao aumento de colisGes entre os
nlcleos formados, dadas pelo aumento da energia cinética fornecida pela elevagdo da
temperatura. No entanto, em se tratanto de recursos biologicos (entre eles as plantas) ¢

necessdrio cautela ao indicar condigdes Otimas de sintese, especialmente no que tange a
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pardmetros como temperatura ¢ tempo de reagdo, nos quais a mistura (agente oxidante +
agente redutor) ficard imersa. Diversos trabalhos apontam que tratamentos térmicos podem
ocasionar a degradagdo e consequente diminuigdo do potencial das biomoléculas envolvidas

nos processos de redugiio dos fons Ag' e/ou estabilizagio das AgNPs.
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Figura 7: Lote 1 das AgNPs sintetizadas a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ¢ 80°C utilizando extrato aquoso de I
paraguariensis: (a) Distribui¢do das absorbéncias mensuradas entre 350 e¢ 550 nm ¢ (b) seus respectivos
maximos apresentados nos histogramas, para o grupo de amostras A1(1).

Absorbancias/ Maximos das distribuiges

Um estudo conduzido por Da Silveira et al. [97], investigou o efeito do tempo e
temperatura de infusdo da rutina, um composto isolado da I paraguariensis. O tempo de
infusdo variou de 3,8 a 15 min e entre temperaturas de 58,1 a 90°C. Os resultados indicaram
que os niveis de rutina aumentam e mantém estabilidade até 70°C. Ao aumentar a temperatura
de infusdo variando entre 81,9 ¢ 90°C neste dado tempo (até 15 min), os niveis de rutina
decaem bruscamente, inviabilizando sua quantificacio.

Kopjar et al. [98], avaliaram a estabilidade térmica (em meio aquoso) de flavonoides
presentes em suco de groselha fresco, com total de 50,85 mg de antocianinas em um volume

final de 100 mL. O suco foi submetido as temperaturas de 30, 50, 70 e 90°C durante 1 h. Os
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valores de flavonoides totais obtidos ao final do experimento foram, respectivamente, iguais a
50,41; 47,59; 43,96 e 37,95 mg. Outros relatos [99][100][101] corroboram com estes

resultados, onde ocorre maior degradagdo para estes compostos quando submetidos a maiores

temperaturas.
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Figura 8: Lote 1 das AgNPs sintetizadas a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C utilizando extrato aquoso de I
paraguariensis: (a) Distribui¢do das absorbéncias mensuradas entre 350 ¢ 550 nm e (b) seus respectivos
maximos apresentados nos histogramas, para o grupo de amostras A1(10).

Kucner et al. [102] estudaram a degradag¢do de compostos fendlicos pertencentes ao
mirtilo. A anélise se deu em fun¢do das temperaturas de 70, 80, 90, 100 e 115°C, durante 60 s.
Para as temperaturas entre 70-115°C, 8,5% a 12,7% dos polifendis foram degradados durante
os primeiros 20 s. Ap6s 60 s, o conteido de acido clorogénico foi reduzido pela metade,
similarmente ao total de antocianinas. A¢lcares, como a pentose, foram descritos como mais
sensiveis, sofrendo maior degradacdo térmica.

Chen et al. [103], investigaram trés diferentes extratos de espécies de inhame (KL, MC
e TN2). As amostras foram imersas em 4gua nas temperaturas de 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100°C
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durante 10 min. Para todos os extratos avaliados ocorreu variagdo para menor quantidade de
compostos fendlicos quando comparados ao controle (extrato cri1). Para KL ocorreu uma
tendéncia da degradagdo ser proporcional ao aumento da temperatura. Para MC os compostos
permanecem estadveis em todas as temperaturas, mas bastante diferente do controle. E
curiosamente, para TN2, ocorre maior degradagdo destes compostos nas temperaturas de
60°C e 70°C, quando comparadas as demais temperaturas testadas, sendo mais estivel para
50°C. Resultado possivelmente andlogo foi encontrado no presente trabalho, considerando a
formagdo de AgNPs sintetizadas com /. paraguariensis, medida indiretamente pela absorgéo;
onde as absorbancias dadas pelas cinéticas de formagao, pelas velocidades médias das reagoes
e pelos méaximos das distribui¢des indicativas de RPS a 60°C foi notavelmente diminuida em
relacdo a 50°C, voltando a aumentar em 70 e 80°C.

Considerando os estudos descritos, sugere-se que a sintese de AgNPs utilizando
extratos vegetais seja realizada a partir de uma temperatura intermedidria € que promova a
produgdo destas AgNPs de forma a minimizar a degrada¢do dos metabdlitos secundarios da
planta, possivelmente envolvidos no processo de redugdo dos ions e estabilizacdo das AgNPs
recém formadas; pois ao longo da reagdo (3,5 h no presente estudo), é possivel que estes
metabdlitos sejam termicamente degradados e a sintese ocorra, majoritariamente, devido a um
efeito da energia cinética/ térmica; podendo comprometer a estabilidade e as possiveis
bioatividades conferidas as AgNPs obtidas.

5.1.2. Espectroscopia por correlacio de fotons, Mobilidade eletroforética e
reprodutibilidade dos processos de sintese

5.1.2.1. Fasel

As propriedades dimensionais e elétricas das AgNPs obtidas a 50°C e a partir das
concentragdes de 1 [A1(1)] e 10 [A1(10)] mg/mL, foram monitoradas por um periodo de 365
dias (Tabela 3), em relagdo ao didmetro hidrodindmico (DH) (obtidos pelo Z-average — dadas
as possiveis variacdes morfologicas), ao indice de polidispersividade (PdI) e ao potencial Zeta
de superficie. Quanto menor for o PdI, maior é considerada a homogeneidade da suspensdo de
AgNPs e quanto maior o potencial Zeta (em moddulo) maior serd o indicativo de sua
estabilidade coloidal, dado que este valor de potencial indica maior repulsdo entre as
particulas e menor propensdo a aglomeragao.

A utilizagdo da menor concentragdo de extrato possibilitou a sintese de AgNPs com
DH menor (73,1 + 1,6 nm) quando comparadas aquelas sintetizadas com concentracdo 10

vezes maior (108,8 = 1,7 nm), variando, nessa ordem, +4,4 nm ¢ +21,4 nm ao longo de 365
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dias. Adicionalmente, o DH para A1(1) apresentou diferenca estatisticamente significativa
(p < 0,05) somente no dia da sintese, comparado aos demais (60, 90, 120, 300 e 365 dias), em
contraposi¢do & amostra A1(10), em que os didmetros apresentaram diferencas significativas
ao longo de todo o periodo observado.

As medidas de PdI obtidas no dia da sintese foram 0,259 e 0,249 para as Al(1) e
A1(10), respectivamente. Estes valores estdo de acordo com outros encontrados na literatura
para AgNPs obtidas por sintese verde utilizando extrato de erva-mate e de outras plantas
[104] e corroboram com os resultados obtidos por MFA, que apresentaram AgNPs com
alturas variadas. Em relacdo & estabilidade coloidal, A1(1) apresentou potencial Zeta um
pouco mais negativo (-26,5 + 0,6 mV) do que a amostra A1(10) (-22,3 + 0,9 mV), indicando
uma maior estabilidade coloidal. E importante mencionar que as AgNPs sintetizadas em
ambas as concentracdes de extrato aquoso de I paraguariensis apresentaram manutencdo da
homogeneidade em todo o periodo de monitoramento, como mostram as curvas de
distribui¢do (em intensidade (%)) nas Figuras 9a e 9b.
Tabela 3: Z-average, PdI e potencial Zeta de superficiec das A1(1) e A1(10) sintetizadas com o extrato aquoso de
I paraguariensis a 50°C e monitoradas ao longo de 365 dias. Os valores estdo representados como a média +
desvio padrdo da média das medidas obtidas a partir de trés leituras individuais. Para a analise estatistica, foi
aplicado o teste de Tukey (p < 0,05), com diferencas significativas descritas por simbolos correspondentes a cada

dia de monitoramento (O=a; 60=p; 90=y; 120=8; 300=¢; 365=0) e¢ cada concentragdo de extrato aquoso
(representada por A1(1)=*).

Tempo apés a

sintese (dias) Amostra Z-average (d.nm) PdI Potencial Zeta (mV)
0 Al1Q1) 73,1£1,6 0,259 + 0,008 26,5+ 0,6
60 Al1Q1) 79,7+£1,9° 0,278 +0,019 20,8+0,6°
90 Al1Q1) 78,5+£0,4° 0,271 + 0,007 23,0+1,1°
120 Al1Q1) 784+1,1° 0,279 + 0,005 228+12°
300 Al1Q1) 78,5+0,7° 0,261 + 0,002 23,0+1,1°
365 Al1Q1) 77,5+£09° 0,251 + 0,005 ¥ 232+0,7¢
0 A1(10) 1088+1,7" 0,249 = 0,009 22,3+0,9
60 A1(10) 120,6 + 4,6 ** 0,338 + 0,042 21,7+0,5"
90 A1(10) 118514 0,298 + 0,034 20,7+0,6 "
120 A1(10) 1178+22" 0,308 + 0,029 20,3+0,7°
300 A1(10) 130,8 + 1,3 0,375 + 0,021 © 20,6+0,6"
365 A1(10) 130,2 + 0,9 %7 0,347 + 0,049 21,7+0,9
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Figura 9: Curvas de distribuicdo de didmetros hidrodindmicos (dados em intensidade (%)) das AgNPs
sintetizadas com extrato aquoso de L paraguariensis: (a) A1(1) e (b) A1(10), monitoradas ao longo de 365 dias.

Para avaliar a reprodutibilidade dos processos de sintese foram desenvolvidas quatro
reagOes adicionais (Lotes 2, 3, 4 e 5), sob as mesmas condigGes (concentragdo de extrato,
tempo e temperatura de reacdo, dilui¢Ges utilizadas na andlise, nivel de 4gua do banho-maria,
entre outros procedimentos padrdes) (Figura 10a e 10b). Os Lotes 2, 3 e 4 foram preparados a
partir do material bruto pulverizado e armazenado & temperatura ambiente, e o Lote 5 foi
preparado a partir do material bruto pulverizado e submetido ao congelamento (ambos
estocados no mesmo dia), visando avaliar a possivel influéncia do ambiente de
armazenamento do material, em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs.

Os resultados indicaram que para ambos os grupos, Al(1) e A1(10), ocorrem
variag0es nas intensidades relativas para todos os Lotes, sendo maiores ou menores quando
comparadas ao Lote 1. Nesse tipo de sintese, e se tratando de uma planta comercial composta
por diferentes partes (folhas, peciolos € ramos) — como a utilizada nessa etapa do estudo — €
inviavel saber quanto de cada parte esta presente no material bruto utilizado para o preparo de
cada extrato aquoso € nem quais metabdlitos estdo envolvidos nesse processo, podendo variar
a cada lote. Com isso, mais ou menos compostos podem estar envolvidos na reagdo, assim
como em maiores ou menores quantidades.

Em relacio ao ambiente de armazenamento (temperatura ambiente versus
congelamento), foram observadas absorbancia relativas diminutas, além de distribuicdes mais
alongadas € menos definidas, como € o caso do Lote 5 para o A1(1) e para os Lotes 4 ¢ 5 em
A1(10). Como reportado na literatura, I. paraguariensis ¢ uma planta altamente higroscopica,

ou seja, o teor de 4gua influencia na sua longevidade e na manutengdo de suas propriedades.
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Dessa forma, fatores como umidade, temperatura e tempo de estocagem podem ser os
responsaveis pela diminui¢do do potencial redutor e/ou estabilizante do material biologico
[105][25][106][107]. Por outro lado, os maximos de absor¢do das curvas indicativas de RPS,
para Al1(1) e A1(10), sugerem que independente da concentragdo de extrato utilizado nas

sinteses, ocorre a predominéncia de picos de absor¢do em torno de 440 nm, caracteristico da

prata nanoestruturada.
A1(1) ——Lote 1 A1(10) Lote 1
(a) (b) == =Lote 2
g s --—-Lote 3
o ¥ -+ Lote 4

Absorbancia (u.a.)
Absorbéancia (u.a.)

350 I 4EI)0 ' 4é0 ‘ 5(I)O ' 5%0 350 ' 460 ' 4150 ' 5(130 ’ 5%0
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 10: Curvas de absor¢cdo das AgNPs sintetizadas a 50°C utilizando extrato aquoso de I paraguariensis

produzidas em cinco lotes, sendo os Lotes 1, 2, 3 e 4 produzidos a partir do material bruto armazenado a

temperatura ambiente e o Lote 5 produzido a partir do material bruto armazenado sob congelamento: (a) A1(1) e

(b) A1(10).
Ademais, as AgNPs sintetizadas para cada lote adicional (2, 3, 4 e 5) apresentaram

similaridades quanto ao DH (Figura 11), Pdl e potencial Zeta de superficie, quando

comparadas ao Lote 1 (Tabela 4).
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Figura 11: Curvas de distribuicdo de didmetros hidrodindmicos (dados em intensidade (%)) obtidas nos dias das

sinteses das AgNPs produzidas com extrato de . paraguariensis em cinco lotes distintos, sendo os Lotes 1,23 e

4 produzidos a partir do material bruto armazenado a temperatura ambiente ¢ 0 Lote 5 produzido a partir do

material bruto armazenado sob congelamento: (a) A1(1) e (b) A1(10).



45

Diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) foram observadas entre os lotes de
ambas as concentracdes de extrato, principalmente em relagdo ao DH que apresentou
variagoes de [27,6] nm entre os quatro lotes das amostras A1(1) e |[41,3| nm entre os quatro
lotes das amostras A1(10). Ainda que tais variagGes de didmetros ocorram entre uma sintese e
outra (realizadas sob as mesmas condi¢des) estes DH encontram-se na mesma ordem de
magnitude, e sdo esperadas variagGes para rotas sintese verde utilizando plantas; sendo,
portanto, valores considerados reprodutiveis.

Tabela 4: Z-average, PdI e potencial Zeta de superficie das amostras A1(1) e A1(10), sintetizadas com extrato
aquoso de I paraguariensis a 50°C e em cinco lotes distintos, obtidos no dia da sintese. Os valores estéo
representados como a média + erro padrio da média das medidas obtidas a partir de trés leituras individuais. Para

a andlise estatistica foi aplicado o teste de Tukey (p < 0.05), com diferencas significativas descritas por simbolos
correspondentes a cada lote sintetizado (Lote 1=a; Lote 2=f; Lote 3=y; Lote 4=06).

Lote Amostra Z-average (d.nm) PdI Potencial Zeta (mV)
1 Al(D) 73,1+£1,6 0,259 = 0,008 -26,5+0,6
2 Al(D) 71,2+0,7 0,282 + 0,005 -23,1£06"
3 Al(D) 98,8+0,3% 0,279 = 0,003 * 273+£04°
4 Al(D) 81,6 0,8 % 0,252 £ 0,008 7 249+£127
5 Al(D) 86,7+2,5 0,363 + 0,006 21,714
1 Al(10) 1088+ 1,7 0,249 + 0,009 -223+09
2 Al(10) 67,5+0,1° 0,271 + 0,001 -21,6 =0,6
3 Al(10) 858+0,2% 0,313 + 0,045 -237+14
4 A1(10) 78,3 £2,4 0,386 + 0,020 %% 254+39
5 Al(10) 72,6 £ 1,8 0,347 + 0,030 -23,0=1,0

5.1.2.2. Fase II

Os DH, PdI e potecial Zeta de superficie também foram investigados em relagdo as
sinteses realizadas nas temperaturas de 10, 20, 30, 40, 60, 70 e 80°C. Em adi¢do, para cada
temperatura foi realizada uma reagdo de sintese adicional (Lote 2), com o objetivo de avaliar a
reprodutibilidade dos processos.

As curvas de distribuicdo da absor¢do das reagdes variando de 10 a 80°C para A1(1)
e A1(10) sdo apresentadas nas Figuras 12a e 12b (Lote 1 e Lote 2); ressaltando que o Lote 1

para cada temperatura foi anteriormente apresentado na Fase II da secdo 5.1.1.3 (Figuras 7 e
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8). Para ambos os Lotes foram adotados valores independentes no eixo das ordenadas (y)
referentes a cada temperatura.

Como verificado, diferentes concentracdes de extrato aquoso podem influenciar nas
propriedades Opticas das AgNPs. Ao comparar as amostras em Al(l) e A1(10), nota-se
irrelugaridades nas curvas de absor¢do, presentes em A1(1). Este efeito pode ocorrer devido a
anisotropias morfologicas e distribuigdes de tamanhos variados das AgNPs, ou mesmo a
formagdo de pequenos agregados ou aglomerados.

Assim como ocorre entre os diferentes Lotes produzidos a partir da temperatura de
50°C, para as demais temperaturas também ocorrem variacdes nas intensidades relativas e nos
deslocamentos dos maximos das curvas de absor¢do; apresentando também valores de DH na

mesma ordem de grandeza para ambas as concentragGes de extrato (Figuras 13a e 13b; Tabela

5e6).
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Figura 12: Curvas de absor¢do das AgNPs sintetizadas a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ¢ 80°C utilizando extrato
aquoso de I paraguariensis para os grupos de amostras: (a) A1(1) e (b) A1(10), em dois lotes distintos, sendo as
do Lote 1 representadas pelas linhas continuas e do Lote 2 pelas linhas tracejadas.
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Figura 13: Curvas de distribuicdo de didmetros hidrodindmicos (dados em intensidade (%)) (obtidas nos dias das
sinteses) das AgNPs produzidas com extrato de . paraguariensis nas temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ¢
80°C em dois lotes distintos, sendo o Lote 1 representado pelas linhas continuas ¢ o Lote 2 pelas linhas
tracejadas: (a) A1(1) e (b) A1(10).



47

Tabela 5: Z-average, PdI e potencial Zeta de superficie da amostra A1(1) obtidos no dia da sintese com extrato
aquoso de I paraguariensis em diferentes temperaturas sob as mesmas condi¢des. Os valores estdo
representados como a média = desvio padrio (para o mesmo lote) ¢ a média + erro padrdo (entre lotes distintos)
da média das medidas obtidas a partir de trés leituras. Para andlise estatistica foi aplicado o teste de Tukey
(p < 0,05), com diferenga significativa, entre os lotes, descrita pelo simbolo correspondente ao Lote 1 das AgNPs
sintetizadas (Lote 1=0) e, para o mesmo lote, em relagdo a estabilidade, avaliada 365 dias apos a sintese, descrita
pelo simbolo correspondente ao Lote comparativo (Lote comparativo=p).

T (°C) Amostra Lotes Z-average (d.nm) PdI Potencial Zeta (mV)
Lote 1 102,1+1,6 0,401 = 0,020 21,4+04
10 Al(1)
Lote 2 1059+3,1 0,520 £ 0,028 * 22,7+24
Estabilidade 365 dias Lote 2 972+14° 0,265 + 0,022 ° 295+1,4°
Lote 1 82,3+0,9 0,421 + 0,005 21,6 0,7
20 Al(1)
Lote 2 72,5+05° 0,264 + 0,006 * -258+02°
Estabilidade 365 dias Lote 2 117,8+0,2° 0,208 +0,014° 255+1,6°
Lote 1 853+1,6 0,459 + 0,020 26,1+0,1
30 Al1(D)
Lote 2 70,9+0,5° 0,293+ 0,002 ¢ -30,1+£0,7°
Estabilidade 365 dias Lote 2 722+1,5°" 0,348 £ 0,035 ° 25,5+1,6
Lote 1 93,1 1,0 0,231 +0,010 -17,3+£0,3
40 Al(1)
Lote 2 80,6=2,1° 0,251 £ 0,018 -297+21°
Estabilidade 365 dias Lote 2 1232+238°" 0,236 +£ 0,023 275+03°F
Lote 1 73,1 1,6 0,259 + 0,008 26,5+ 0,6
50 Al(D)
Lote 2 71,2 +0,7 0,282 + 0,005 -231+0,6°
Estabilidade 365 dias Lote 1 775+0,9 ° 0,251 £ 0,005 232 +0,7"
Lote 1 101,6 £ 1,4 0,255 + 0,005 25,0=+1,1
60 Al(D)
Lote 2 76,9 +0,7° 0,242 + 0,006 * -289+03°
Estabilidade 365 dias Lote 2 933+1,2°F 0,268 = 0,007 276+0,7°
Lote 1 90,2 +0,3 0,239 + 0,006 21,4+0,9
70 Al(D)
Lote 2 73,8+02° 0,269 + 0,010 * 321+£1,1°
Estabilidade 365 dias Lote 2 88,0+£0,8 0,273 £ 0,007 245+0,7°
Lote 1 101,6 £ 0,3 0,439 + 0,004 20,7+1,5
80 Al(1)
Lote 2 85,6=08"° 0,294 + 0,025 * -263+08°
Estabilidade 365 dias Lote 2 895+1,2°P 0,267 + 0,007 21,1+0,8
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Tabela 6: Z-average, Pdl e potencial Zeta de superficie da amostra A1(10) obtidos no dia da sintese com extrato
aquoso de I paraguariensis em diferentes temperaturas sob as mesmas condi¢des. Os valores estdo
representados como a média = desvio padrio (para o mesmo lote) ¢ a média + erro padrdo (entre lotes distintos)
da média das medidas obtidas a partir de trés leituras. Para andlise estatistica foi aplicado o teste de Tukey
(p < 0,05), com diferenga significativa, entre os lotes, descrita pelo simbolo correspondente ao Lote 1 das AgNPs
sintetizadas (Lote 1=a) ¢, para o mesmo lote, em relagéo a estabilidade, avaliada 365 dias ap0s a sintese, descrita
pelo simbolo correspondente ao Lote comparativo (Lote comparativo=p).

T (°C) Amostra Lotes Z-average (d.nm) PdI Potencial Zeta (mV)
Lote 1 82,0+ 1,4 0,519 + 0,026 21,9+1,0
10 A1(10)
Lote 2 63,5+14° 0,434 + 0,006 242+37°
Estabilidade 365 dias Lote 2 79,0+42° 0,414 +0,029 % 237+02°
Lote 1 672+09 0,495 + 0,001 26,4+138
20 A1(10)
Lote 2 583+08° 0,471 + 0,007 225+02°
Estabilidade 365 dias Lote 2 80,0£22°F 0,318 +0,050 233+06°
Lote 1 70,5+1,9 0,503 + 0,026 235+1,0
30 A1(10)
Lote 2 67,1£39° 0,382 + 0,065 ° 31,0+6,7°
Estabilidade 365 dias Lote 2 71,7+1,7 0,318 £0,050 % 23,1+1,0
Lote 1 599+09 0,442 + 0,016 231+12
40 A1(10)
Lote 2 70,7 +0,5 ° 0,354 + 0,039 32,6+87°
Estabilidade 365 dias Lote 2 105,5+43° 0,363 £0,025° 249+18°
Lote 1 108,8 +1,7 0,249 + 0,009 223+09
50 A1(10)
Lote 2 67,5+0,1° 0,271 + 0,001 21,6+06
Estabilidade 365 dias Lote 1 130,2+0,9° 0,347 + 0,049 21,7+0,9
Lote 1 92,0+0,8 0,373 + 0,004 26,5+25
60 A1(10)
Lote 2 67,9+14° 0,298 + 0,009 26,2 +3,7
Estabilidade 365 dias Lote 2 732+19°" 0,354 + 0,042 253+2,1
Lote 1 83,1+ 0,7 0,274 + 0,005 20,7+0,2
70 A1(10)
Lote 2 78,8 +2,0° 0,264 + 0,003 240+1,1°
Estabilidade 365 dias Lote 2 94,1+25° 0,381 £0,005° 23,0+08°
Lote 1 102,8 0,7 0,288 + 0,037 20,8+ 0,4
80 A1(10)
Lote 2 104,0+0,9 0,220 + 0,012 © 21,1+14
Estabilidade 365 dias Lote 2 129,0+03# 0,344 + 0,053 ¢ 224+03°
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Estes resultados corroboram com um estudo que avaliou AgNPs sintetizadas com
extrato de Lippia citriodora [105], em que a concentra¢do de extrato e a temperatura ndo
alteraram os tamanhos das particulas (obtidas no dia da sintese); sendo que grande parte situa-
se na faixa nanométrica. Os PdI apresentaram valores entre 0,2 e 0,5, caracteristicos e
documentados quando utiliza-se esse método para obtengdo de AgNPs [108][109]; com
potenciais Zeta de superficie sugestivos de instabilidade coloidal incipiente [110].

Em adicdo, a avaliacdo da estabilidade, realizada 365 dias apds a sintese para cada
temperatura (Tabela 5 e 6), indicou manuten¢do ou aumento do potencial Zeta de superficie e
ligeiras oscilagdes nos PdI para todas as AgNPs produzidas em A1(1) e A1(10); ainda que os

DH tenham apresentado variagGes em até |45,6] nm, em relagdo ao dia da sintese.

5.1.3. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) e Microscopia de For¢a Atomica
(MFA)

As andlises de MET ¢ MFA permitiram investigar as morfologias e os didmetros
(dados em altura) das AgNPs. Os resultados advindos de ambas as técnicas e referentes as
mesmas amostras foram divergentes. As micrografias obtidas por MET indicaram AgNPs
com morfologias variadas (Figura 14), incluindo triangulares, hexagonais, esféricas ou quase-
esféricas, em forma de bastOes, entre outras menos definidas. Devido ao niumero limitado de
AgNPs com a mesma morfologia, foi inviavel inferir resultados quantitativos a respeito das

distribuigdes dos seus didmetros secos a partir da técnica de MET.

50.nm N 50 nm
= E : Bl .
Figura 14: Micrografias obtidas por MET das AgNPs sintetizadas utilizando o extrato aquoso de I

paraguariensis. (a-c) A1(1) ¢ (d-f) A1(10), com variedade de tamanhos e morfologias.
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Por outro lado, as topografias representativas das AgNPs analisadas por MFA (Figura
15a e 15b), apontaram distribuigdes em alturas variadas (Figura 15¢ e 15d) para a mesma
concentragdo e entre as duas concentracdes de extrato.

A1(1) apresentou uma unica populacdo de AgNPs com didmetros entre 4 € 30 nm com
média da altura centralizada em 8,30 + 0,32 nm (Figura 15c). Em contrapartida, a amostra
A1(10) apresentou trés subpopulacdes centralizadas em 29,74 + 0,37 nm, 38,54 £ 0,30 nm ¢
45,94 + 0,34 nm, com didmetros variando de 24 a 60 nm (Figura 15d). Além disso, as AgNPs
analisadas por MFA evidenciaram morfologias esféricas, quase-esféricas e/ ou irregulares em
ambas as amostras, de acordo com as imagens representativas de uma Uinica 4rea analisada de
10 pm x 10 pm (Figura 15a e 15b). Adicionalmente, € possivel confirmar, para esta
temperatura de sintese, que as AgNPs apresentam didmetros maiores para a amostra A1(10)

quando comparadas com a amostra A1(1), com menor concentragdo de extrato.

6.47
[nm]

0.00 0.00
5.00 um 10.00 x 10.00 um 5.00 um 10.00 x 10.00 um
224 12 -
(c) ] 50°C (d) 50°C
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18] N=479 10 N=960
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Figura 15: Distribuigdes de didmetros secos, dados em altura, das AgNPs (Lote 1) sintetizadas com extrato
aquoso de L paraguariensis na temperatura de 50°C (histogramas) e as respectivas topografias representativas de
(a-c) A1(1) e (b-d) A1(10), obtidas por MFA. Os ajustes aplicados nos histogramas foram realizados a partir da
fungdo de densidade de probabilidade com distribui¢do Log-normal, utilizando o software OriginPro 2015.

Assim como ocorre para as morfologias das AgNPs sintetizadas a 50°C, as AgNPs
produzidas a partir das temperaturas de 10, 20, 30, 40, 60, 70 e 80°C apresentaram formatos
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esféricos, quase-esféricos ou irregulares, e com padrdes morfolégicos similares entre si. Dessa
forma, esse conjunto de temperaturas/AgNPs pode ser representado pelas imagens

topogréficas das AgNPs referentes as temperaturas de 20 e 80°C (Figuras 16a e 16b).

B L a® . e e °
= | = e S e ey nacr. ! s

§.00 um 10.00 x 10.00 um 0.00 5.00 um 10.00 x 10.00 um
Figura 16: Imagens topograficas, obtidas por MFA, das AgNPs sintetizadas com extrato aquoso de I
paraguariensis na concentracdo final de extrato aquoso de 10 mg/mL e nas temperaturas de (a) 20°C e (b) 80°C,
também representativas para as demais temperaturas avaliadas (10, 30, 40, 60 ¢ 70°C).

Para comparagdo do efeito da temperatura em relagdo a altura das AgNPs sintetizadas,
foram obtidos histogramas (Figuras 17 e 18); os quais foram plotados a partir do mesmo
nimero de imagens adquiridas para cada temperatura e para cada concentragdo de extrato
aquoso [A1(1) e A1(10)]. Entretanto, o nimero de particulas (N) contabilizadas difere para
cada amostragem, assim como o coeficiente de correlagio (R?) entre estas AgNPs. Este
coeficiente foi utilizado para indicar se as alturas estdo fortemente ou fracamente
correlacionadas entre si em cada amostra. Para a obtengio do R* foram aplicados ajustes nas
curvas a partir da fungdo de densidade de probabilidade com distribuicdo Log-normal nos
histogramas gerados. E importante mencionar que N e R? ndo estdo relacionados diretamente.

A partir dos resultados obtidos pelos histogramas, verificou-se que para a maioria das
temperaturas foram identificadas subpopulacdes com distribui¢Ges bi- ou trimodais, em que as
particulas com menores alturas foram de aproximadamente 1,5 nm — sintese realizada a 70°C
— e as maiores em torno de 16 nm — sintetizadas a 80°C. Com excecdo das AgNPs sintetizadas
a 30°C [A1(10)] e a 70°C [A1(1)], que apresentaram R? fracos e com uma correlagdo negativa
(respectivamente iguais a -0,29 e -0,72), indicando um comportamento assimétrico e aleatorio
entre as particulas; todas as demais apresentaram fortes coeficientes de correlagdo, variando
de R?=0,88 a R?=0,99, indicando simetria entre os didmetros das AgNPs.

Dados os resultados apresentados, sugere-se que as diferengas observadas entre as

microscopias (MET e MFA) ocorram devido (i) a maior area imageada fornecida pela
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Figura 17: Distribuigdes dos didmetros secos, em altura, das AgNPs sintetizadas com extrato aquoso de I
paraguariensis a 10, 20, 30 ¢ 40°C (Lote 1), obtidos por MFA: (a, ¢, ¢, g) Al(1) e (b, d, f, h) A1(10). Os ajustes
aplicados nos histogramas foram realizados a partir da fun¢do de densidade de probabilidade com distribuigéo

Log-normal, utilizando o software OriginPro 2015.
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primeira (mm?), em oposi¢do & segunda técnica (um?), e dessa forma, observa-se uma maior
variedade de estruturas representativas; (ii) ao fato da MET analisar a amostra em func¢do do
didmetro circular equivalente (DCE) [111], enquanto a MFA avalia a mesma amostra - mas
ndo necessariamente as mesmas particulas - em fungdo da altura [112]; e que (iii) ao depositar
a amostra, tanto na grade de cobre quanto na mica, pode ocorrer um efeito conhecido como
anel de café (“coffee ring”), que é um padrio deixado por uma poca de liquido carregado de
particulas depois que ele evapora [113], no qual estas particulas tendem a migrar para as
extremidades da poca em fungdo de um fluxo que ocorre durante o processo de evaporagdo e,
conseqiientemente, podem gerar aglomerados de particulas ou mesmo que particulas maiores
se concentram preferencialmente nas bordas, enquanto as menores convergem para o centro
da goticula (como pode ser visto entre as diferentes alturas das AgNPs sintetizadas a 50°C,
e.g., apresentadas nos Lotes 1 (Figura 15 a e b) ¢ 2 (Figura 18 a e b)). Tais fatores podem
levar a disparidades em relacdo a distribuigdo de tamanho das AgNPs, bem como quando os
resultados sdo comparados utilizando o DLS, em que as amostras sdo analisadas considerando

o diametro hidratado [114], sendo superestimadas, como verificado na se¢do 5.1.2.

5.1.4. Difratometria de Raios X (DRX)

Materiais metalicos possuem &tomos com arranjos geométricos bem definidos,
formando uma estrutura cristalina. Essa estrutura pode ser identificada a partir de pontos de
interse¢do do plano cristalino, dado por um sistema de coordenadas (dimensdes x, y € z) de
uma célula unitaria, representados pelos indices de Miller (hk,1, onde todos sdo numeros
inteiros) [115]. Dentre as sete células unitarias conhecidas (ortorrémbica, monoclinica,
triclinica, trigonal, tetragonal, hexagonal e cubica) e suas catorze possiveis redes, conhecidas
como rede de Bravais, a prata metdlica contempla uma estrutura do tipo cibica de face
centrada (CFC), o que significa que as células unitarias desse metal estdo organizadas dessa
forma ao longo de uma estrutura tridimensional cubica [116].

De acordo com um estudo conduzido por Cruz et al. [96], AgNPs sintetizadas a 25°C
e a 95°C apresentaram padrGes de cristalinidades distintos entre si. Nesse sentido, objetivou-
se caracterizar as AgNPs sintetizadas utilizando extrato aquoso de 1. paraguariensis quanto as
suas cristalinidades. As AgNPs foram obtidas utilizando a concentragdo de 10 mg/mL de
extrato [A1(10)] e nas temperaturas reacionais de 20°C, 50°C e 80°C. Os difratogramas
obtidos (Figura 19) indicaram, para as trés temperaturas, planos cristalinos tipicos da estrutura
CFC, e reflexdes (Tabela 7) caracteristicas da prata nanoestruturada (baseadas no arquivo
JCPDS n° 04-0783) em torno de 38,05° (111), 44,26° (200), 64,39° (220) e 77,26° (311). Ja as
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reflexdes em torno de 32,06° (200), 46,16° (220), 54,66° (311) e 57,36° (222), presentes nas
sinteses a 20°C e 50°C, ainda que sejam reportadas por alguns autores como sendo relativas
aos fitoquimicos constituintes do extrato da planta e possivelmente presentes na superficie das
AgNPs [117][118], estas reflexdes também podem ser caracteristicas do cloreto de prata
(AgCl) (baseadas no arquivo JCPDS n° 31-1238), o qual pode ser formado a partir da reagdo
entre a Ag' e o CI” (cloreto), nutriente essencial para as plantas no que tange ao metabolismo,
fotossintese, crescimento, desenvolvimento, entre outras fungdes [119][120]. Adicionalmente,
a presenca do AgCl foi também detectada em difratogramas de AgNPs sintetizadas com
Crocus sativus L. (agafrdo) [121] e Albizia julibrissin (acacia de Constantinopla) [122].

Tabela 7: Reflexdes (indices de Miller) e os respectivos angulos dos picos caracteristicos da prata

nanoestruturada e da possivel presenga de nanoparticulas de cloreto de prata, obtidas por fitossintese utilizando
extrato aquoso de 1. paraguariensis a partir das temperaturas de 20, 50 e 80°C.

Angulos dos picos (0)
Indices de Miller (hkl) Ag’ AgCl
(111) 38,05 -
(200) 4426 32,06
(220) 64,39 46,16
(311) 77,26 54,66
222) - 57,36
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Figura 19: Difratogramas de raios X das AgNPs ¢ possiveis AgCI-NPs sintetizadas utilizando extrato aquoso de
I paraguariensis na concentraco final de 10 mg/mL [A1(10)] e a partir das temperaturas de 20, 50 e 80°C.
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Complementarmente, a partir das reflexdes dos picos de referéncia da Ag® (111) e
AgCl (200), foi possivel calcular os didmetros médios dos cristalitos das AgNPs sintetizadas a
20, 50 e 80°C, utilizando a equagdo de Debye-Scherrer [123],
_ 09.14

D=
B.cosB
onde D € o didmetro médio do cristalito, A € o comprimento de onda da radiagdo (0,1541), B €

a largura a meia altura extraida de cada pico e 0 € o angulo de difragdo correspondente a cada
pico, obtidos utilizando o software OriginPro 2015.

Os diametros médios calculados por DRX para as AgNPs sintetizadas nas trés
temperaturas apresentaram valores na mesma ordem de grandeza dos didmetros secos (dados
em altura) obtidos pelos histogramas utilizando a MFA (se¢do 5.1.3); com AgNPs e
AgCI-NPs de 11,60 nm (111) e 13,86 nm (200); 12,00 nm (111) e 18,35 nm (200); e 11,75
nm (111), respectivamente, para as temperaturas de 20, 50 e 80°C, com parametros de rede
(comprimento entre as arestas da célula unitdria) a=4,092 A (111) e a=5,586 A (200),

calculados experimentalmente, a partir da equacdo proveniente da lei de Bragg [124],
a=d, .Vh2+k2+12

onde a € o pardmetro de rede e d (com d=A.senf e 6=38,05°) € a distancia interplanar da
estrutura, calculada considerando os indices de Miller (hkl) iguaisa 111.

Os valores encontrados estdo de acordo com a literatura (arquivos JCPDS n° 04-0783,
com a=4,086 A e JCPDS n° 31-1238 com a=5,549) e podem ser aplicados para todo o sistema
de coordenadas de uma estrutura CFC, dado que as arestas € os adngulos internos dessa

estrutura cristalina sdo iguais [125].

5.1.5. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no FTIR foi utilizada para identificar os possiveis grupos funcionais
relacionados as biomoléculas constituintes do extrato de I paraguariensis (A1), assim como
os grupos funcionais caracteristicos do sal metalico (AgNQOj). Os espectros obtidos sdo
apresentados na Figura 20. O extrato puro (linha verde) apresenta uma variedade de bandas
em fungdo da complexidade composicional do mesmo, sendo em sua maioria, identificados
como compostos fendlicos, acidos orgénicos e metilxantinas [126][127][128][96], os quais
podem estar envolvidos no processo de sintese, reduzindo os ions metalicos e/ou

estabilizando as AgNPs recém formadas.
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As bandas localizadas em 3,357 cm™ e 2,930 cm™ podem ser referentes as ligagdes
O-H e vibragdes C-H, respectivamente; 1,606 cm™ pode ser associado aos grupos carbonil;
1,412 cm™ indica ligages C-O-C; 1,273 cm™' possivelmente se deve as vibragdes dos grupos
C-0 ; 821 cm™ pode representar as vibragdes C-H dos anéis aromaticos; e 1,051 cm™ sugere
a presenga de ligagdes C-O-. Todas as assinaturas identificadas foram relatadas como grupos
quimicos presentes em moléculas da I paraguariensis. Além disso, 0 AgNO; apresenta banda
caracteristica proximo a 1,310 cm™, referente ao estiramento do grupo nitro residual (NO3") e
estd presente também nos espectros das AgNPs formadas a partir de 1 mg/mL [Al1(1)] e
10 mg/mL [A1(10)] de extrato. Notam-se variagGes nas intensidades referentes a esta banda
quando as duas concentragdes sdo comparadas, possivelmente em funcdo da quantidade de
moléculas individuais que podem estar ligadas de maneiras ligeiramente diferentes, resultando
na acentuagdo do sinal (pico) para amostra com maior concentragdo de extrato.

Grupo Nitro
AgNO, ' NO; residual

—Eﬁlﬂo{/w
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Figura 20: Espectros obtidos por FTIR das amostras sintetizadas utilizando extrato aquoso de I paraguariensis
obtidas: nitrato de prata (linha preta), extrato puro (linha verde), A1(1) (linha vermelha) e A1(10) (linha azul).

Fitorregioes A e B

5.2. Influéncia do método de cultivo da planta

Esta segunda etapa do presente estudo objetivou investigar possiveis variacdes na
composi¢do fitoquimica dos extratos aquosos de I paraguariensis, assim como as
caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs formadas; dados os diferentes métodos de cultivo
da planta, representados pelo esquema exibido na Figura 21. A planta pertencente a
fitorregido A foi cultivada seguindo o método tradicional (com aplicagdo de insumos
quimicos). J4& a planta pertencente a fitorregido B, foi cultivada seguindo o método organico

(onde ndo hé aplicacdo destes insumos).
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Figura 21: Esquema representativo do Extrato Al (método tradicional), proveniente da Regido A (Rio Grande do
Sul) e Extrato B1 (método organico), proveniente da Regido B (Santa Catarina). As plantas, constituidas por
folhas, peciolos e ramos foram adquiridas comercialmente em sua forma pulverizada.

5.2.1. Caracterizacio molecular dos extratos aquosos Al e Bl
5.2.1.1. UHPLC-ESI(+)-MS-PDA

A cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) permite a separacdo e
identificacdo (qualitativa e quantitativa) de componentes quimicos com polaridades, massas
moleculares e grupos funcionais distintos, presentes em uma mistura homogénea [129]. As
aquisi¢ies sdo realizadas em um tempo curto e podem apresentar alta resolucdo e
sensibilidade. O equipamento de UHPLC pode ser acoplado a diferentes tipos de detectores,
entre eles o de arranjo de fotodiodos (PDA). Este arranjo possibilita a deteccdo simultdnea em
varios comprimentos de onda, que podem variar de acordo com a quantidade de diodos
individuais no dispositivo (um circuito integrado); e estes comprimentos de onda, por sua vez,
resultam em espectros ultravioleta (UV), referentes as fragdes eluidas presentes nos
cromatogramas em forma de picos [130][131].

A técnica de UHPLC-PDA pode ser utilizada para investigar matrizes complexas ndo
bioldgicas como alimentos, fArmacos, bebidas, 4guas contaminadas, etc [132][133][134]; e
bioldgicas como sangue, urina, saliva, plantas, entre outros [135][136][130][137][138][139].
Em relagao as plantas a UHPLC-PDA foi relatada com éxito na andlise de compostos
fendlicos, acidos orgénicos, xantinas, acidos arométicos, flavonoides, polidis e polifendis
[130][137].

Além do PDA, a UHPLC pode ter outros equipamentos acoplados, visando a uma
analise mais complexa do material. Dessa forma, a espectrometria de massa (MS) com

ionizagdo por electrospray (ESI) (operando no modo de ionizagdo positivo), também foi
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incorporada & investigacdo dos extratos de I paraguariensis. A MS permite a detec¢do de
biomoléculas presentes em uma amostra quando convertidas em ions ao serem ionizadas
[140]. Nesse caso, a ionizagdo € realizada por um liquido contendo o analito de interesse, que
ao passar por um campo elétrico (fornecido no capilar do equipamento) se transforma em um
aerossol, composto por goticulas carregadas, conhecido como electrospray. Aos poucos o
solvente circundante destas goticulas evapora e restam somente os ions livres [141]. Esses
ions sdo separados e detectados em razdo da massa/carga (m/z) e abundancia relativa.

Os resultados obtidos para os materiais de I paraguariensis cultivados organica e
tradicionalmente, utilizando primeiramente a UHPLC-PDA sdo apresentados nos
cromatogramas e espectros UV (Figuras 22 e 23, respectivamente), os quais foram

compilados na Tabela 8.
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Figura 22: UHPLC-PDA do extrato aquoso de I paraguariensis proveniente da fitorregido A ¢ obtido pelo
método de cultivo tradicional: (a) fragdes eluidas por UHPLC ¢ (b) os respectivos espectros UV.
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Os cromatogramas indicaram tempos de reten¢do (Ty) e fragGes eluidos similares entre
Al e Bl1, apresentando maior intensidade relativa (absorbancia) para o método orgénico.
Similaridades também foram observadas nos espectros UV, com perfis de absor¢do indicando
ligeiras variacdes nos maximos (Amsx) das distribuigdes. Ademais, as classes identificadas
indicaram a presenga de algum derivado de cafeina (Tgx= 4,5 min), derivado de acido
hidroxicindmico (Tr= 4,9 a 5,4 min e 6,7 a 7,1 min), cafeina (Tg = 5,5 min) e derivado de

flavonol (Tr = 6,2 min).
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Figura 23: UHPLC-PDA do extrato aquoso de I paraguariensis proveniente da fitorregido B e obtido pelo
método de cultivo orginico: (a) fragdes eluidas por UHPLC e (b) os respectivos espectros UV.

De acordo com os espectros obtidos por UHPLC-PDA, os extratos foram também
investigados quanto a razdo carga/massa (m/z) dos possiveis ions pertencentes as classes de
fitoquimicos identificados. Os resultados adquiridos por ESI-MS sdo apresentados na Figura
24 a e b, e na Tabela 9; onde também foram detectados Tr € ions com m/z similares, com

excecdo de apenas um ion diferente em cada um dos extratos (com m/z 113,00 Da para Al e
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m/z 169,00 Da para B1), os quais ndo foram identificados (n.i.) a partir dos padrdes utilizados
no experimento; contudo, a literatura apresenta este ion (169,00 Da) como acido gélico,
também constituinte da I. paraguariensis [142]. Ainda que o Tr ndo seja um pardmetro fixo —
o qual pode variar com os parametros utilizados para a analise — ¢é possivel correlacionar o Tr
com a volatilidade, tamanho, polaridade e espécie molecular (identificada ou ndo) [143];
assim, de acordo com a literatura, moléculas de massa molecular mais baixa apresentam em
geral (ndo regra) maior volatilidade (maior energia cinética) € menor Tg.

Tabela 8: Compilagdo dos tempos de retengdo (Tr) referentes as fragdes eluidas por UHPLC-PDA dos extratos

Al e Bl de I paraguariensis. Cada T corresponde a uma classe de fitoquimicos identificados a partir dos
padrdes experimentais.

Al B1
UHPLC UV Amix UHPLC UV Amix . .
Ty (min) (nm) Ty (min) (nm) Classe identificada Grupo
4516 204,3/272,9 4516 204,3/272,9 Derivado de cafeina Metilxantinas
4.900 217,3/3254 4903 217,3/3254 Derivado de 4cido
hidroxicindmico
) ) Acidos fenéli
5378 217,3/ 240,9/ 5372 217,3/240,9/ Derivado de acido c:igfn;?:olscos
’ 3266 ’ 326,6 hidroxicinidmico . L
(fenilpropandides)
5.462 200,8/326,6 5.450 217,3/326,6 Derivado de 4cido
hidroxicindmico
5.502 205’352/42;2’9/ 5.502 209,0/272,9 Cafeina Metilxantinas
200,8/ 255,1/ 201,9/255,1/ - I
6.276 2512 6.277 2524 Derivado de flavonol Flavonoides
6796  2008/3254 6.794 200,8/3254 Derivado de dcido
hidroxicindmico
6693 T2V i o Dertvado de eldo Acidos fenélicos
’ ’ oXIcINamico aromaticos
) i 7013 217,3/242,1/ Derivado de acido (fenilpropandides)
’ 3278 hidroxicinidmico
216,1/ 2433/ 217,3/243,3/ Derivado de acido
7134 3266 7125 32738 hidroxicinamico
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Figura 24: Cromatogramas obtidos por UHPLC-ESI(+)-MS dos extratos aquosos de I paraguariensis.
(a) extrato Al ¢ (b) extrato B1.

Tabela 9: Compila¢do dos tempos de retencdo (Tg) referentes as fragdes eluidas por UHPLC-ESI(+)-MS dos
extratos Al e Bl de I paraguariensis. Cada Ty corresponde a uma classe de fitoquimicos identificados a partir
dos padrdes experimentais.

Al B1
(l:il:l) ESI-(NII)Sa)(m/z) ESIg;[aS) (m/2) Classe identificada Grupo
0,07 113,00 - ni. -
0,94 - 169,00 ni. -
1,23 193,00 193,00 Derivado de acido quinico Poliol ciclico
3,15 181,00 - Derivado de cafeina Metilxantina
3,16 - 181,00 Derivado de cafeina Metilxantina
3,66 355,00 355,00 Derivado de acido clorogénico Polifenol
435 355,00 355,00 Derivado de acido clorogénico Polifenol
4,55 195,00 195,00 Cafeina Metilxantina

De modo geral, o método de cultivo teve pouca influéncia em relagdo aos

fitoquimicos (identificados) presentes nos extratos aquosos avaliados, contudo, apresentou
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variagdo expressiva na absortividade, dada pela intensidade do pico base (IPB, do inglés base
peak intensity), sendo maior para o extrato obtido via método organico (B1). As classes
encontradas utilizando as técnicas de UHPLC-ESI(+)-MS-PDA, para ambos os extratos,
corroboram com fitoquimicos (compostos bioativos € metabdlitos sencundérios) identificados
na literatura para a I. paraguariensis.

A cafeina (3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona) ¢ um alcaloide do grupo
das metilxantinas. Assim como seus derivados teobromina, teofilina e paraxantina [144], a
cafeina € um composto nitrogenado (constituido por nitrogénio, hidrogénio, carbono e
oxigénio). Tanto seus derivados quanto a cafeina foram identificados na literatura com razdes
m/z 181 Da e m/z 195, respectivamente [ 140][145][146].

O 4cido clorogénico ((1S,3R,4R,5R)-3-{[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-
enoyl]oxy}-1,4,5-trihydroxycyclohexanecarboxylic acid) ¢ um polifenol que faz parte de uma
familia de ésteres formados por alguns 4cidos hidroxicindmicos (3-fenilpropanoico) — entre
eles os 4cidos fertlico, p-cumadrico, cafeico e sinapinico — e pelo 4acido quinico
((1S,3R,4S,5R)-1,3,4,5-tetrahydroxycyclohexanecarboxylic acid). Estes acidos (clorogénico e
quinico) apresentam alguns isdmeros e taninos derivados como os acidos 3-cafeoilquinico (3-
CQA), 4-cafeoilquinico (4-CQA), S5-cafeoilquinico (5-CQA), 3.4-dicafeoilquinico (3,4-
diCQA), 3,5-dicafeoliquinico (3,5-diCQA) e 4,5-dicafeoilquinico (4,5-diCQA) [147]: os
quais também foram relatados na literatura com a razdo m/z 193 e m/z 355 [146].

O flavonol (3-hidroxiflavona) € uma classe de flavonoides e varia de acordo com a
posicdo dos grupos hidroxila. Entre os flavonols, encontram-se a quercetina, o kaempferol, a
mirecetina € a rutina, também relatados como presentes em I paraguariensis [148];
identificados, no presente estudo, somente pela técnica de UHPLC-PDA.

Por fim, os compostos relacionados & cafeina e seus derivados, assim como ao acido
hidroxicindmico e seus derivados apresentaram-se em maior intensidade relativa para o
extrato B1, cultivado organicamente, sendo que uma explicacdo possivel para este fato precisa
ser investigada futuramente.

E importante mencionar que alguns fitoquimicos relativos a esta planta e ja
mencionados na literatura ndo podem ser identificados por quaisquer técnicas utilizadas no
presente estudo, dado que sdo insoluveis em 4agua e a extragdo dos compostos e sintese de
AgNPs sdo realizadas em meio aquoso; contudo a é€nfase foi dada justamente naqueles
fitoquimicos que foram extraidos pelo material (extrato aquoso) utilizado na sintese de
AgNPs.
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5.2.1.2. Quantificacio de antioxidantes e fendis totais

Os extratos Al e Bl foram avaliados quanto aos antioxidantes e fendis totais,
objetivando investigar se 0 modo de cultivo influencia no teor total destas classes quimicas.
Além da fitorregido distinta, as plantas provenientes de A e B foram cultivadas sob utilizagdo
de insumos quimicos (tradicional Al) e sem o uso destes insumos (orginico B1).
A aplicagdo destes insumos quimicos € realizada com a finalidade de proteger a planta,
controlando e/ou combatendo os possiveis efeitos provocados por agentes estressores bidticos
e abidticos j& mencionados; os quais podem desencadear danos as plantacdes. Com o uso
adequado e respeitando regras especificas (Lei N° 7.802), o uso dos mesmos ndo deve
oferecer riscos a saiilde humana e nem & saude animal. Quando o uso destes insumos ¢
dispensado, a planta necessita de um esfor¢o maior para combater os estimulos agressores.
Ainda que as plantas ja apresentem um mecanimo de defesa constitutivo (pré existente), o
mecanismo de defesa induzido (pds ataque) pode levar ao aumento da produgdo e/ou acimulo
de elicitadores como compostos bioativos € metabdlitos secundérios, que podem variar de
acordo com o agente estressor e a espécie vegetal [149][150][151][152][153].

Entre as classes quimicas, compostos e seus derivados/isomeros identificados pelas
técnicas de UHPLC-PDA e UHPLC-ESI(+)-MS, sabe-se que varios destes apresentam
atuacdo direta na defesa das plantas em relacdo a agentes bidticos e abidticos [154]. As
metilxantinas, flavonois € os compostos/acidos fendlicos podem atuar como anti-herbivoros,
antipatogenos e alelopaticos. Derivados de cafeina foram relatados por atuarem como
antioxidantes, promovendo a detoxificacdo celular [155]. Entre os flavonois, o kaempferol, a
quercetina e a miricetina foram relatados por apresentarem ag¢do nematicida. E entre os 4cidos
fendlicos, os hidroxicindmicos e clorogénicos podem agir na inibicdo da oxidagdo como
sequestradores de espécies reativas de oxigénio (EROs), e o 4cido cafeico pode atuar como
antimicrobiano e antinfligico [156].

Estes ultimos (fendlicos) sdo sintetizados a partir da enzima fenilalanina-amonia-liase
(via metabodlica do acido chiquinico) [157], a qual tem sua atividade aumentada em vegetais
que sofrem estresses hidricos, baixas temperaturas climaticas, alta incidéncia de raios solares,
ataques de patdgenos e rupturas; assim como na defesa contra o crescimento de plantas
proximas (daninhas), também reportados por estimular a produgdo das metilxantinas.

Os resultados referentes aos antioxidantes totais presentes nos extratos de I
paraguariensis Al e Bl sdo apresentados na Figura 25, onde as curvas das cinéticas das

reagOes referentes aos extratos foram plotadas comparativamente as curvas cinéticas dos
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controles positivo (antioxidante padrdo BHT (hidroxitolueno butilado)), negativo (contendo
DPPH-+metanol; dado que o BHT foi diluido em metanol) e negativo interno (contendo
somente o radical DPPH e 4gua; dado que as amostras foram diluidas em 4gua), a fim de

detectar possiveis interferéncias no método.
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Figura 25: Curvas cinéticas de absor¢do dos extratos de plantas de I paraguariensis cultivadas tradicionalmente
[A1(10)] (linha azul) e organicamente [B1(10)] (linha verde), do controle interno (DPPH+4gua) (linha preta), do
controle negativo (DPPH+metanol) (linha cinza claro) e do antioxidante padrdo de BHT (linha cinza escuro),
com leitura espectrofotométrica a 517 nm.

As curvas cinéticas indicaram que o controle negativo interno ndo promoveu o
decréscimo na absor¢do — fendmeno caracteristico de compostos sequestradores de radicais
livres — e, portanto, sugere que a diluicdo em &gua ndo influenciou no resultado referente ao
potencial antioxidante dos extratos aquosos. J4 o controle negativo indicou um ligeiro
decréscimo na absorbéncia, no entanto, pouco expressivo quando comparado ao perfil da
cinética do BHT. O percentual de inibi¢do de radicais livres (o qual corresponde a quantidade
de DPPH consumida pelo antioxidante) dos extratos e do padrdao foi calculado a partir da

equagao,

(Abs. controle negativo interno — Abs. amostra) x 100
A.A. (%) =

Abs. controle negativo interno

e segundo os resultados (Tabela 10), tanto o extrato Al quanto o extrato B1 mostraram-se
potenciais fontes de antioxidantes naturais, indicando a habilidade destes extratos de doar
elétrons e reduzir os fons Ag'; além de ambos terem apresentado maior percentual de inibigdo
em relagdo ao padrdo sintético utilizado (com inibicdo de 15,15%). Resultado similar foi
reportado na literatura em um estudo que avaliou a atividade antioxidante de seis espécies de
plantas, onde também foi observado maior percentual em relacdo ao antioxidante padrdo
[158].
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Tabela 10: Comparagéo entre os métodos de cultivo tradicional ¢ organico de I paraguariensis: Quantificagio
de antioxidantes e fendis totais. Os valores estdo representados como a média = desvio padrio da média das
medidas realizadas em triplicata.

, . Antioxidantes Fenois totais
Método de Cultivo Amostra (% inibigiio) (mg/L)
Tradicional Al 27,28 £ 0,00 169,9
Orginico B1 30,46 £ 0,01 219,0

Os fenois totais para Al e Bl foram calculados a partir da curva padrdo de acido
galico (Figura 26), considerando a absorbancia analoga a concentracdo de 25 mg/mL; assim,
os valores sdo dados, em equivalentes de acido gélico. Os resultados obtidos nesta segdo a
respeito da comparagdo entre os métodos de cultivo da planta (Tabela 10) corroboram com
estudos desenvolvidos por alguns autores com outros materiais, os quais também fizeram tal
comparagdo; entre eles, laranja vermelha [150], algumas hortaligas [159], couve manteiga
[160], amora preta, morango € milho [161]; onde o método de cultivo organico superou o
método de cultivo tradicional, no que tange ao teor total de antioxidantes e fendis. Sugere-se
que a maior expressdo destes compostos em alimentos advindos do cultivo organico seja

decorrente do mecanismo de defesa induzido, conforme mencionado anteriormente.
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Figura 26: Curva padréo do acido galico com leitura espectrofotométrica a 750 nm, utilizada para quantificagdo
de fendis totais.

5.2.2. Anailise Espectrofotométrica, Espectroscopia por correlagio de fotons, Mobilidade
eletroforética, Difracdo de Raios X e Espectroscopia FT-IR das AgNPs

O extrato proveniente da fitorregido B (B1) foi utilizado para sintese de AgNPs,
visando investigar a possivel influéncia do método de cultivo em relacdo as caracteristicas
fisico-quimicas das AgNPs, em comparagdo entre os métodos tradicional e orginico. As
AgNPs B1(10) foram sintetizadas e caracterizadas seguindo as mesmas condigdes da A1(10).

Como a concentragdo final de 10 mg/mL de I paragauriensis promoveu maior formagao de



67

AgNPs quando comparadas aquelas produzidas a 1 mg/mL, esta concentragdo foi escolhida
para dar continuidade ao estudo; assim como a temperatura de 50°C, pelo indicativo de
apresentar maior taxa de formagdo de AgNPs (se¢do 5.1.1.3) e, de acordo com a literatura,
nesta temperatura os extratos possivelmente sofram menor degradagdo térmica quando
comparado a 60, 70 e 80°C.

A comparagdo entre as caracteristicas fisico-quimicas considerou a cinética de
formacgdo, a curva de distribui¢do das absorbancias indicativas de RPS, o didmetro
hidrodindmico (dado pela intensidade), o Pdl, o potencial Zeta de superficie, os grupamentos
funcionais constituintes das suspensGes e a estrutura cristalina. Os resultados sugerem
caracteristicas similares entre A1(10) e B1(10); no entanto com tendéncia a maior potencial
de sintese para a amostra advinda do cultivo organico B1(10), dadas maiores absorbéncias
relativas tanto para a cinética de formacdo (Figura 27a) quanto para a curva de RPS,
salientando que os controles ndo exibem este pico ressonante (Figura 27b). Estes resultados
estdo em consonancia com aqueles obtidos por UHPLC-ESI(+)-MS-PDA, onde h4 indicios da
presenca de fitoquimicos em maior abundincia, dada pela intensidade relativa nos

cromatogramas e espectros de massa.
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Figura 27: (a) Cinética das reagdes e (b) curvas de absor¢do indicativas de RPS para A1(10) e B1(10), com seus
respectivos controles contendo somente extrato aquoso de I paraguariensis.

Adicionalmente, as AgNPs para B1(10) apresentaram maior DH (Figura 28a),
menor Pdl e também menor potencial Zeta (Tabela 11), sugerindo menor estabilidade
coloidal. J&4 os grupos funcionais (identificados por FT-IR) (Figura 28b) ndo sofreram
alteragdo entre um método de cultivo e o outro, ainda que apresentem intensidades relativas e
maximos variados, possivelmente afetados pela classe e quantidade de metabdlitos
constituintes identificados. Quanto a cristalinidade, os difratogramas de raios X apresentaram

reflexdes similares € com didmetros médios dos cristalitos de AgNPs e AgCIl-NPs
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(apresentados na secdo 5.1.4) também coincidentes, no entanto, com maior intensidade

relativa e também auséncia de alguns picos em B1(10), sugerindo um cristal com menos

impurezas detectadas (Figura 29).
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Figura 28: (a) Curvas de distribuicdo dos didmetros hidrodindmicos (dados em intensidade (%)) e (b) espectros
FT-IR para A1(10) e B1(10) de I paraguariensis.
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Tabela 11: Comparag@o entre os métodos de cultivo tradicional e orgénico: Z-average, Pdl e potencial Zeta de
superficie das amostras A1(10) ¢ B1(10) de L paraguariensis, obtidos no dia da sintese a 50°C, sob as mesmas
condigdes. Os valores estdo representados como a média + erro padrio da média das medidas obtidas a partir de

trés leituras individuais.

Método de Cultivo

Amostra Z-average (d.nm) PdI Potencial Zeta (mV)
Tradicional Al1(10) 108,8+1,7 0,249 + 0,009 -223+09
Orginico B1(10) 190,6 £0,2 0,217 £ 0,004 -18,2 £0,3
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Figura 29: Difratogramas de raios X das AgNPs ¢ possiveis AgCIl-NPs sintetizadas a 50°C utilizando extratos
aquosos de 1. paraguariensis cultivadas a partir dos métodos tradicional [A1(10)] e organico [B1(10).
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Fitorregiao C
5.3. Influéncia do aspecto do material e parte da planta utilizada na reacao

Esta terceira etapa do estudo avaliou os materiais de I paraguariensis coletados a
partir da fitorregido C (Figura 30), objetivando investigar a possivel influéncia do aspecto do
material (fragmentado vs. pulverizado) e das partes da planta (folhas, peciolos € ramos)
utilizadas na reacdo, representados pelo esquema exibido na Figura 31. A investigacdo
ocorreu em funcdo da composi¢do fitoquimica dos extratos aquosos e das caracteristicas

fisico-quimicas das possiveis AgNPs formadas.

()

(b)

Figura 30: I paraguariensis proveniente do Jardim Botinico de Brasilia: a) in natura, antes do processo de
confeccdo de exsicata e b) depois da confeccdo de exsicata, contendo as informagdes oficiais de niimero de
tombo, espécie, familia, nome popular, finalidade com a qual a planta foi coletada (fins académicos) e
identificagdo da responsavel pelo estudo (Silveira, AP).
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Figura 31: Esquema representativo dos Extratos Cl1, C2, C3, C4 e C5, provenientes da Regido C (Jardim
Botanico de Brasilia). A planta, constituida por folhas, peciolos ¢ ramos, foi coletada, assepsiada e separada por
partes, em suas formas fragmentadas e pulverizadas.

5.3.1. Caracterizacio dos extratos aquosos C1, C2, C3,C4 e C5

5.3.1.1. UHPLC-ESI(+)-MS-PDA, quantificacdo de antioxidantes e fendis totais

Os materiais de I paraguariensis advindos da fitorregido C foram investigados pelas

técnicas de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
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com ionizagdo por electrospray e ao detector de arranjo de fotodiodos (UHPLC-ESI(+)-MS-
PDA), e pelos ensaios bioquimicos quanto ao teor de antioxidantes e fendis totais presentes
nos extratos aquosos destes materiais.

O extrato bruto de C1 (folhas e peciolos) foi utilizado em sua forma fragmentada, a
partir da planta in natura fresca. O extrato bruto de C2 (folhas e peciolos) foi utilizado em sua
forma pulverizada, a partir da planta in natura fresca seguido de congelamento. J4 os extratos
brutos de C3 (folhas e peciolos), C4 (ramos) e C5 (folhas, peciolos € ramos) foram utilizados
em suas formas pulverizadas, a partir da planta in natura, sem passar por qualquer etapa de
fragmentacdo ou congelamento. Todos os materiais pulverizados passaram por um processo
de secagem em estufa. Os resultados relacionados ao teor total de antioxidantes e fendis
encontram-se na Tabela 12. Os resultados obtidos por UHPLC-PDA ¢ UHPLC-ESI(+)-MS
para todos os extratos foram compilados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente; as quais
encontram-se ao final da apresentagdo e discussdo de todos os cromatogramas e espectros
UV.

Os resultados referentes aos extratos C1 e C2, apresentados nos cromatogramas e
espectros UV (Figuras 32 e 33, respectivamente), indicaram tempos de retencdo (Tr) e fragoes
eluidas similares entre si, sugerindo espécies moleculares também similares. Para ambos os
extratos foram eluidos duas fragdes referentes a algum derivado de cafeina — possivelmente
teobromina, teofilina ou paraxantina — e cafeina, respectivamente, Tg=4,531 e Tx=5,526 (para
C1); e Tr=4,607 e Tr=5,580 (para C2). No entanto, diferengas expressivas foram observadas
nos espectros de massa referentes a estes extratos (Figura 34); onde ocorre uma gama com
total de 27 picos no cromatograma, referentes ao material fragmentado (C1); em oposicdo ao
material pulverizado submetido a congelamento prévio (C2), com total de 4 picos eluidos. Os
compostos identificados em C2 (Figura 34b) envolvem o acido quinico (m/z 193,00 Da),
algum derivado de cafeina (m/z 181,00), a cafeina (m/z 195,00 Da) e possivelmente o acido
galico (m/z 169,00) [142], sendo este Gltimo ndo identificado a partir dos padrGes comerciais
utilizados na anélise, como mencionado na secdo 5.2.1.1. Por outro lado, para o extrato C1
(Figura 34a) — devido a largura dos picos, ruidosidade e absortividade baixa (dada pela IPB)
quando comparada aos demais cromatogramas — € possivel inferir somente a presenca da
cafeina, ainda que as demais classes/ compostos (incluindo aqueles em m/z 113,00 e m/z

153,00) tenham sido indicados no cromatograma.
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Figura 32: UHPLC-PDA do extrato aquoso de I paraguariensis C1 (folhas e peciolos in natura fragmentados):
(a) fragdes eluidas por UHPLC ¢ (b) os respectivos espectros UV.
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Figura 33: UHPLC-PDA do extrato aquoso de I paraguariensis C2 (folhas e peciolos in natura, mantido sob
congelamento ¢ posteriormente pulverizado): (a) fragdes eluidas por UHPLC e (b) os respectivos espectros UV.
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Diferengas expressivas entre C1 e C2 também foram constatadas ao avaliar o teor de

fenois totais (Tabela 12), acrescendo de 8,16 mg/L (C1) para 61,09 mg/L (C2), dados em

equivalente de acido galico. Esta variagdo entre os extratos aquosos obtidos a partir do

aspecto da planta fragmentada vs. pulverizada pode ocorrer devido a ruptura na parede celular
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da matriz vegetal, provocada pela secagem do material bruto, pois além de ajudar a prevenir a
oxidagdo precoce, esse processo induz a quebra dos tecidos vegetais; os quais tendem a maior
homogeneizagdo ao terem seus tamanhos diminuidos apds passarem pelo processo de
pulverizacdo, aumentando a area de superficie/contato entre o solvente € a matriz, e

facilitando a liberagdo dos compostos [162][163].
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Figura 34: Cromatogramas obtidos por UHPLC-ESI(+)-MS a partir dos extratos aquosos de I paraguariensis.
a) extrato C1 e b) extrato C2.

Este efeito pode ser melhor elucidado para o extrato C3 (Figuras 36 € 37), o qual ndo
passou por processo de congelamento prévio; e teve sua quantidade de fendis totais (Tabela
12) praticamente dobrada (112,28 mg/L) em relagdo a C2; e quadruplicada (19,34%) em
relacdo ao total de antioxidantes (Tabela 12; Figura 35), quando comparada a C1 (5,44 %) e
C2 (5,72 %); sendo também mais expressiva que o padrdo de BHT.

Além disso, foram eluidas 4 fragGes adicionais para C3, observadas no
cromatograma e nos espectros UV (Figura 36), relativos a presenga de derivados do acido
hidroxicindmico (possivelmente 4cidos ferilico, p-cumadrico, cafeico ou sinapinico) com
Tr=4,914; Tr=5,392; T=7,017 e derivados de flavondis (possivelmente quercetina,
kaempferol, mirecetina ou rutina) com Tr=6,294. Ademais, em relacdo aos ions identificados
nos espectros de massa referentes a C3 (Figura 37), estes permaneceram similares a C2
(Figura 34b).
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Tabela 12: Comparagao entre os aspectos e partes de 1. paraguariensis quanto a quantificagdo de antioxidantes e
fendis totais. Os valores estdo representados como a média = desvio padrdo da média das medidas realizadas em
triplicata.

Antioxidantes Fendis totais
Partes da planta Amostra (% inibigdio) (mg/L)
Folhas e pecilos
(frescos fragmentados) c1 5:44£0,00 8,16
Folhas e peciolos +
(frescos, congelados e pulverizados) 2 5,72+ 0,00 61,09
Folhas e peciolos
(frescos e pulverizados) c3 19,34 0,00 112,28
Rameos c4 24,23 £ 0,00 98,53
(frescos e pulverizados) > > >
Folhas, peciolos ¢ ramos cs 13,22 +0,00 111,40

(frescos e pulverizados)

0,42
- C1-e C2 C3-—o C4 C5
—&— C- (interno) @  C+ (padrao BHT) C-
0,40 -
3 —
S T
g 0.38 -y, P
2 < o 2o X
3 0,36 ‘ R = = =
A3 S| R 0,35
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o
S 0,34 =
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< T e 0,32
0,32 4
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Figura 35: Cinéticas das reagGes antioxidantes para as amostras de I paraguariensis provenientes da fitorregido
C. O ensaio foi monitorado por 30 min com leitura espectrofotométrica a 517 nm.

Ao comparar os extratos aquosos C3, C4 (Figuras 38 e 39) e C5 (Figuras 40 e 41),
nota-se, compostos em comum identificados, entre eles a cafeina, algum de seus derivados e
derivados de 4cido hidroxicindmico; entretanto a presenga do flavonol ocorre somente em C3;
e algum derivado de acido hidroxicindmico com Tr=5,475 foi identificado somente para C4.
Adicionalmente, o pico da cafeina (Tr=5,5) mostrou-se bastante diminuto em C4 (menor
IPB), comparado as demais amostras de extratos, no entanto, outros picos (referentes a
compostos com propriedades antioxidantes [164]) aparecem mais intensos em relagdo a C5
(Tr=4,5; Tr=4,9) e a C3 (Tr=5,3). De modo geral, foi possivel eluir um niimero maior de
fragOes a partir da amostra C4, verificados pelo cromatograma e pelos espectros UV, quando

comparados a C3 e C5, sendo necessaria investigagdo posterior para tal efeito.
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Figura 36: UHPLC-PDA do extrato aquoso de L paraguariensis C3 (folhas ¢ peciolos irn natura pulverizados):
(a) fragdes eluidas por UHPLC ¢ (b) os respectivos espectros UV.
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Figura 37: Cromatograma obtido por UHPLC-ESI(+)-MS do extrato aquoso de I paraguariensis C3.
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Figura 38: UHPLC-PDA do extrato aquoso de I paraguariensis C4 (ramos in natura pulverizados): (a) fracdes
eluidas por UHPLC e (b) os respectivos espectros UV.
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Figura 39: Cromatograma obtido por UHPLC-ESI(+)-MS do extrato aquoso de I paraguariensis C4.

Em relagdo aos ensaios bioquimicos, a maior quantidade de fendis totais (Tabela 12)
refere-se ao extrato C3 (112,28 mg/L), seguido de C5 (111,40 mg/mL) e C4 (98,53 mg/L).
Em oposi¢do, em relagdo ao teor total de antioxidantes (Tabela 12; Figura 35), C4 obteve o
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maior percentual sequestrador de radicais livres (23,24%), seguido de C3 (19,34%) e¢ C5
(13,22%). Este resultado (antioxidantes e fendis totais) € compativel e também contrario a
outros estudos realizados utilizando folhas e ramos de acacia-branca [165] e de hibisco [166],
onde foram detectados maior teor de compostos fendlicos e antioxidantes para as folhas
quando comparadas aos ramos.
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Figura 40: UHPLC-PDA do extrato aquoso de I paraguariensis C5 (folhas, peciolos ¢ ramos in natura
pulverizados): (a) fragdes eluidas por UHPLC e (b) os respectivos espectros UV.
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Figura 41: Cromatograma obtido por UHPLC-ESI(+)-MS do extrato aquoso de I paraguariensis C5.
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Tabela 13: Compilagéo dos tempos de retencéo (Tg) referentes as fragSes eluidas por UHPLC-PDA dos extratos
aquosos de I paraguariensis Cl1, C2, C3, C4 e C5. Cada Ty corresponde a uma classe de fitoquimicos
identificados a partir dos padrdes experimentais.

C1 C2 C3 C4 Cs
UHPLC UVl,, UHPLC UVl,, UHPLC UVl UHPLC  UVi,, UHPLC UVig,
Tr (min) (mm) Tk (min) (nm) Tr (min) (nm) Tr (min) (mm)  Tg (min) (nm)
4,531 e - - 4,525 e 4528 s 4535 200
T e m s m am
200,8
200,8 . 200,8
= - = - 5,392 ¢ 5,395 2149 5,384 ¢
3266 1266 3266
T e m
206,6 206,6 207,8 200,5 207,8
5,526 272’9 5,580 272’9 5,519 272’2 5,521 2729 5,524 272’9
9 9 'y 323’0 9
200,8
- - - - 6,294 255,1 = - = -
3476
- - - - 7017 395 7015 2908 - -
200,8
- - - - - - 7,147 3566 - -

Tabela 14: Compilacdo dos tempos de retengdo (Tgr) referentes as fragoes eluidas por UHPLC-ESI(+)-MS dos extratos extratos
aquosos de L paraguariensis C1, C2, C3, C4 ¢ C5. Cada Ty corresponde a uma classe de fitoquimicos identificados a partir dos
padrdes experimentais.

C1 C2 C3 C4 cs
Tr ESI-MS Tr ESI-MS Tr ESI-MS Tr ESI-MS Tr ESI-MS
(min) m/z (Da) (min) m/z (Da) (min) m/7z(Da) (min) m/Zz(Da) (min) m/z (Da)
0,03 113,00 - - - - 0,03 113,00 - -
0,25/0,37/0,44/0,59/0,93
5,31/6,00/6,75/6,92/7,36 153,00 = - = - = - = -
7,90/7,96/8,66/8,83/8,94
3,94/4,98 169,00 0,94 169,00 0,94 169,00 0,94 169,00 = -
- - 3,16 181,00 3,16 181,00 3,17 181,00 3,16 181,00

2,82/2,89/2,98/3,05/3,12

3.25/3.35/3.50 193,00 1,24 193,00 1,24 193,00 1,23 193,00 - -

4,55 195,00 4,55 195,00 4,55 195,00 4,55 195,00 4,55 195,00
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5.3.2. Anailise Espectrofotométrica, Espectroscopia por correlacio de fotons, Mobilidade
eletroforética, Difracdo de Raios X e Espectroscopia FT-IR das AgNPs

Os extratos de 1. paraguariensis provenientes da fitorregido C (C1, C2, C3, C4 ¢ C5)
foram investigados quanto ao potencial para sintese de AgNPs, na concentragdo final de
extrato aquoso de 10 mg/mL.

As curvas de distribui¢do das absorbancias e indicativas de RPS adquiridas para cada
uma das reagdes entre os extratos aquosos € 0 AgNO; sdo apresentados na Figura 42a. Nota-
se auséncia de pico ressonante para C1(10) (utilizando extrato aquoso obtido a partir de folhas
e peciolos fragmentados) e C2(10) (utilizando extrato aquoso obtido a partir de folhas e
peciolos pulverizados pds congelamento). Enquanto C1(10) segue comportamento similar ao
seu respectivo controle [ctrl C1(10)] (Figura 42b), para C2(10) a absorbancia aumenta
ligeiramente, porém, também sem sucesso na formacdo de AgNPs. No entanto, como
reportado nos resultados de UHPLC-ESI(+)-MS-PDA e quantificagdo de fendis totais, as
variagoes entre C1 e C2 foram expressivas. E ainda foi possivel constatar que embora o
congelamento possa ter inviabilizado a atividade redutora e/ou estabilizante das biomoléculas
em relagio aos fons Ag' para C2(10), o processo de secagem e pulverizagio propiciou maior

extragdo de compostos da planta.
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Figura 42: (a) Curvas de absor¢éo indicativas de RPS e (h) seus respectivos controles contendo somente extrato
aquoso de I. paraguariensis, para as amostras C1(10), C2(10), C3(10), C4(10) e C5(10).

Dado isto, e considerando os resultados apresentados na se¢do anterior (5.3.1.1), é
possivel afirmar que o aspecto da planta (fragmentada vs pulverizada) exerceu influéncia na
eficiéncia ndo somente para extragdo dos fitoquimicos, como também no processo de sintese
de AgNPs, dados os resultados obtidos para as AgNPs C3(10) (utilizando o extrato aquoso
obtido a partir de folhas e peciolos pulverizados sem passar por etapa de congelamento); onde

ha evidéncia do pico ressonante indicativo de RPS, com curva de distribui¢do de absorbancias
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com maximo bastante definido (em torno de 430 nm), e também com maior intensidade
relativa, quando comparada aos demais aspectos e/ou partes da planta.

Ao comparar as partes de I paraguariensis utilizadas nas reacdes, folhas+peciolos;
ramos; e folhas+peciolostramos, respectivamente C3(10), C4(10) e C5(10), nota-se em
C4(10), uma curva alargada, com maximo pouco definido, sugerindo menor formacdo de
AgNPs. Ainda que C4 apresente o maior percentual antioxidante (24,23%), as diferengas
entre o potencial de formacdo das AgNPs podem estar relacionadas ao contetido de fendis
totais, sendo ligeiramente menor para C4 (98,53 mg/L) quando comparado a C3 (112,28
mg/L) e C5 (111,40 mg/L). A amostra C5(10) também promoveu a formagao de AgNPs, com
absorbancia de intensidade relativa intermediaria entre C3(10) e C4(10). Possivelmente a
unido e interacdo dos ramos com folhas e peciolos de I paraguariensis exerceram
interferéncia no potencial formador das biomoléculas envolvidas na sintese de AgNPs, ainda
que a quantidade de fendis totais entre C5 e C3 tenha sido similar e a IPB (Figura 41) tenha
sido mais expressiva para C5. Contudo, deve ser ressaltado que o extrato C5 ndo apresentou
acido quinico em sua composi¢do (de acordo com as fragGes eluidas por UHPLC-PDA); e
assim como o extrato C4, também ndo dispde de flavonol em sua composicao.

Adicionalmente, as amostras C3(10), C4(10) e C5(10) também apresentaram
variagoes nos DH, PdI e potencial Zeta de superficie (Tabela 15). Em relagdo ao DH (Figura
43a), verificou-se uma populagdo bimodal para C5(10) com maximos em torno de 8,80 e
65,01 nm; unimodal € com ombro pronunciado com méximos em torno de 93,36 ¢ 11,71 nm
para a amostra C3(10); e unimodal com ombro pouco pronunciado com maximos em torno de
111,30 ¢ 16,15 nm para C4(10). Por serem distribui¢des de tamanho dadas em fun¢do da
intensidade do espalhamento, deve-se considerar que particulas maiores espalham mais luz do

que as menores, podendo superestimar o DH dado em relagdo & média (Z-average).

Tabela 15: Comparagdo entre as partes de I. paraguariensis utilizadas na sintese de AgNPs, proveniente da
fitorregido C: Z-average, Pdl ¢ potencial Zeta de superficie das amostras C3(10), C4(10) e C5(10), obtidos no
dia da sintese a 50°C, sob as mesmas condi¢des. Os valores estdo representados como a média + erro padrdo da
média das medidas obtidas a partir de trés leituras individuais.

Parte da planta Amostra Z-average (d.nm) PdI Potencial Zeta (mV)
Folhas e peciolos C3(10) 52,1+1,3 0,477 £ 0,023 22,1+0,3
Ramos C4(10) 96,0+ 0,8 0,236 = 0,005 -19,3+0,3
Folhas, peciolos e ramos C5(10) 33,6 +0,2 0,553 £ 0,012 246+1,1

Entre as amostras avaliadas, o menor potencial Zeta correspondeu a C4(10) (-19,3 +

0,3 mV), assim como o maior DH (96,0 + 0,8 nm), porém com o menor PdI (0,236 + 0,005),
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sugerindo menor estabilidade coloidal, mas com distribuigdes de tamanho indicando AgNPs
mais homogéneas. As variagdes observadas entre esses pardmetros para folhas e peciolos;
ramos; ¢ folhas, peciolos e ramos, podem corroborar com a presenca/auséncia e abundancia
de diferentes biomoléculas constituintes de cada parte da planta utilizada na sintese, variando

também em relagdo a intensidade e deslocamentos das bandas de FT-IR (Figura 43b).
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Figura 43: (a) Curvas de distribuicdo dos didmetros hidrodindmicos (dados em intensidade (%)) e (b) espectros
FT-IR para C3(10), C4(10) e C5(10).

Os difratogramas de raios X (Figura 44) indicaram estruturas cristalinas com padrdes
caracteristicos de nanoestuturas de Ag e AgCl para todas as amostras, € com variagdes nas
intensidades relativas em relagdo ao maior pico (111), decrescendo nessa ordem: C3(10),

C5(10) e C4(10), respectivamente, 5100, 1440 e 720.
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Figura 44: Difratogramas de raios X das AgNPs ¢ possiveis AgCI-NPs sintetizadas a 50°C utilizando extrato
aquoso de I paraguariensis obtidos a partir de partes distintas da planta C3(10), C4(10), C5(10).
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Fitorregioes A, B e C
5.4. Bioatividades das AgNPs em modelos procariontes e eucariontes

Esta quarta e 0ltima etapa deste estudo investigou as possiveis influéncias nas
bioatividades das AgNPs sintetizadas a partir dos extratos aquosos dos materiais de I
paraguariensis advindos das fitorregides A, B e C, representados pelo esquema exibido na
Figura 45. Para isto, foram consideradas as variagdes (i) na concentragdo do extrato aquoso e
caracteristicas fisico-quimicas (quando avaliadas em relagdo as células procariontes,
utilizando o extrato Al) e (ii) da fitorregido, método de cultivo, constitui¢gdo da planta e
caracteristicas fisico-quimicas (quando avaliadas em relagdo as células eucariontes, utilizando

os extratos Al, Bl e C5).

’

A oy |t
A Y k__’;.

Figura 45: Esquema representativo dos Extratos A1, B1, C5, provenientes das Regides A (Rio Grande do Sul), B
(Santa Catarina) ¢ C (Jardim Boténico de Brasilia). As plantas, constituidas por folhas, peciolos e ramos, foram
adquiridas comercialmente (A e B) e processada manualmente (C), em suas formas pulverizadas.

5.4.1. Avaliagdo antibacteriana das AgNPs sintetizadas com I paraguariensis
proveniente da fitorregido A contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Agentes antibacterianos atuam na inibicdo do crescimento de bactérias ou para
causar sua morte [167]. A busca por tratamentos alternativos para doengas infecciosas tem
sido realizada considerando que véarias bactérias j4 apresentam resisténcia aos antibidticos

comumente utilizados [168]. Metabdlitos secundérios de baixa massa molecular pertencentes
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a espécies vegetais, como os identificados no presente estudo (se¢Ges 5.2.1.1 e 5.3.1.1),
podem atuar de diferentes maneiras conferindo propriedades biolégicas as NPMs. Assim, a
investigacdo e produgdo de AgNPs fitossintetizadas com potencial atividade antibacteriana
foram relatadas na literatura, a partir de ensaios in vivo, como uma forma de terapia
potencialmente segura [169][170][171][172][172][76][173]. Sabe-se que a prata, por si s0, €
um excelente agente contra bactérias e o mecanismo de agdio de ions de prata (Ag') estd
suficientemente elucidado [173][174]; contudo, ndo hd consenso sobre os mecanismos
relacionados ao efeito antibacteriano de AgNPs (AgP).

De acordo com a literatura, tanto para os fons Ag" quanto para as AgNPs, é relatado
que a concentracdo da amostra (de ions livres ou reduzidos/estabilizados) € o potencial Zeta
de superficie da mesma influenciam diretamente no crescimento ou inibi¢do de células
bacterianas [175]. Diversos estudos afirmam que a acdo antibacteriana das AgNPs ocorre
devido & atragdo eletrostatica entre estas nanoparticulas (positivamente carregadas) € a
membrana celular bacteriana e/ou grupos funcionais de lipopolissacarideos (carregados
negativamente), indicando que a carga positiva exibida por algumas AgNPs ¢ essencial para
atuar na inibicdo ou morte de bactérias [176][177]. Entretanto, o sucesso ou mesmo um
possivel mecanismo de acdo para AgNPs negativamente carregadas como aquelas do presente
estudo, sdo pouco relatados.

Neste trabalho, os resultados de concentrag@o inibitdria minima (CIM) (Tabela 16)
indicaram que AgNPs negativamente carregadas e sintetizadas a partir das duas concentragdes
de extrato de I paraguariensis [Al(1) e A1(10)] apresentaram bioatividade contra os
organismos procariontes Escherichia coli e Staphylococcus aureus, na maior concentragdo
avaliada (256 uM). O mesmo ocorreu para o controle de prata (AgNQO;). Os controles de
extrato [Ctrl A1(1) e Ctrl A1(10)] ndo mostraram qualquer atividade contra ambas as
bactérias em todas as concentragdes testadas.

Apesar das cargas negativas da membrana celular bacteriana e das AgNPs obtidas, e
consequentemente a possivel repulsio eletrostitica entre elas, sugere-se que esses
nanomateriais possam ter um efeito contra bactérias (quando em concentragdes mais
elevadas) devido ao crowding molecular [178]. Esse efeito pode levar a célula a sofrer
compressdo osmotica, perda do controle homeostatico, diminuicdo das taxas de difusdo,
reducdo das atividades bioquimicas, alteracdes estruturais do citoplasma, mudangas nas
interagdes eletrostiticas e/ou consequentemente a inativagdo da atividade vital [179]

[180][181][182][183]. Este efeito (crowding molecular) foi demonstrado em um trabalho
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utilizando imagens obtidas por MET, onde AgNPs carregadas negativamente aparecem
incorporadas & membrana bacteriana [97].

Por se tratar de um ensaio qualitativo, ndo € possivel inferir qual amostra (incluindo
AgNOs; ou AgNPs) foi mais eficiente contra as bactérias avaliadas. No entanto, estes
resultados indicaram que as AgNPs sintetizadas utilizando extratos aquosos de I
paraguariensis sdo adequadas para, pelo menos, evitar a contaminagdo por estas bactérias.
Tabela 16: Ensaio de concentragio inibitéria minima (CIM) das amostras de AgNPs sintetizadas com extrato
aquoso de I. paraguariensis [A1(1) ¢ A1(10)], seus respectivos controles de extrato (Ctrl(1) e Ctrl(10) e 0 0
controle do sal metilico AgNO; avaliados contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os sinais positivos

indicam o efeito antibacteriano provocado pelas amostras. Os sinais negativos indicam que ndo houve qualquer
atividade.

Bactéria
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Amostras Concentragoes (uM)
256 128 64 32 16 08 256 128 64 32 16 08

Al1(1) + - - - - - + - - - - -
Ctrl A1(1) - - - - - - - - - - - -
A1(10) + - - - - - + - - - - -
Ctrl A1(10) - - - - - - - - - - - -
AgNO; + - - - - - + - - - - -

5.4.2. Investigacdo da citotoxicidade das AgNPs sintetizadas com I. paraguariensis
provenientes das fitorregioes A, B ¢ C sobre linhagem celular de Spodoptera frugiperda

Como verificado anteriormente, agentes estressores caracteristicos de cada
fitorregido e método de cultivo de I paraguariensis podem causar alteragdo qualitativa e/ou
quantitativa de determinados compostos bioativos em plantas. No que tange a é&rea
nanotecnologica, especificamente a producdo de AgNPs, estes compostos advindos de
extratos vegetais podem conferir bioatividades as AgNPs produzidas; e estas bioatividades
podem variar de acordo com a planta utilizada e em funcdo do tamanho, forma, carga e
cobertura destas AgNPs [184], provocando efeitos benéficos ou deletérios especificos para
cada organismo; os quais podem ser avaliados por bioensaios de citotoxicidade in vitro.

Segundo a literatura, o tamanho da nanoparticula pode facilitar ou impedir sua
absor¢do, internalizagdo e distribuicdo nas células [185][186]. AgNPs de 20 nm foram
encontradas no citoplasma, mitocondrias e niicleo de linhagens celulares humanas avaliadas
in vitro [187]. Diversos autores relatam que AgNPs menores adentram mais facilmente nas
células, diferentemente de AgNPs com 100 nm ou mais de didmetro [188][189][190].
Entretanto, a dependéncia do tamanho das AgNPs pode variar de acordo com o organismo
avaliado, pois cada um apresenta seu proprio limiar de toxicidade [190] ou ainda ndo haver

qualquer correlagdo [191].
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O efeito da cobertura foi avaliado em células de mamiferos utilizando AgNPs
revestidas com hidrocarbonetos e outras revestidas com polissacarideos [185]. No primeiro
caso, as AgNPs tenderam a aglomerar-se, enquanto para o segundo caso as AgNPs foram
muito mais dispersas, sendo melhor distribuidas na célula; contudo, a viabilidade celular foi
maior para o primeiro caso. Os autores sugerem que isso ocorra porque as AgNPs
aglomeradas podem ser excluidas de algumas organelas, como o nucleo € as mitocondrias.

Possivelmente 0 mesmo ocorra em relagdo a carga (potencial Zeta de superficie),
onde para AgNPs carregadas negativamente (funcionalizadas com citrato) e positivamente
(funcionalizadas com polietilenoimina), o primeiro caso apresentou maior aglomeragdo € o
segundo maior estabilidade in vifro, no entanto, também menor viabilidade celular [192].
Além disso, também foi constatado que nanoparticulas com menor potencial Zeta negativo
mostraram-se menos estaveis € mais suscetiveis & aglomeragdo, possivelmente em decorréncia
da estabilidade coloidal baixa [193].

Por fim, em relagdo & forma, um estudo relatou que variagdes na morfologia das
AgNPs influenciaram na toxicidade em células A549 (células epiteliais alveolares humanas).
Enquanto as AgNPs esféricas ndo apresentam efeito danoso, AgNPs em formato de fios foram
citotoxicas [194]. Dessa forma, é relatado que a forma da particula pode influenciar no
mecanismo de absorc¢do celular, modulando a resposta biologica.

Posto isto, e considerando a relagdo “causa-efeito” entre as caracteristicas das AgNPs
e as respostas das células mencionados na literatura, este estudo teve como um de seus
objetivos especificos investigar a possivel citotoxicidade das AgNPs produzidas utilizando
extratos aquosos de I paraguariensis. Levando em conta que (1) cada extrato aquoso advém
de um material proveniente de uma fitorregido especifica (A, B, C); (2) estes materiais foram
cultivados por métodos especificos (A- com uso de insumos quimicos; B- sem uso de
qualquer insumo quimico; € C- com uso de compostos naturais para contencdo de insetos); (3)
sdo constituidos por fitoquimicos e/ou os compostos bioativos distintos (previamente
apresentados); € que (4) as caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs sintetizadas sdo distintas
entre si (Tabela 17), possivelmente em fungdo de 1, 2 e/ou 3; tendo portanto, somente a forma

como similar, de acordo com as topografias obtidas por MFA (Figura 46).
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Figura 46: Topografias representativas obtidas por MFA das AgNPs produzidas utilizando extratos aquosos de L.
paraguariensis: a) A1(10), b) B1(10) e ¢) C5(10), indicando morfologias esféricas ou quase-esféricas.

Tabela 17: Z-average, PdI e potencial Zeta de superficie dos materiais de I paraguariensis provenientes das
fitoregides A (RS), B (SC) e C (DF): AgNPs A1(10), AgNPs B1(10), AgNPs C5(10) e seus respectivos controles
contendo somente extrato aquoso Ctrl A1(10), Ctrl B1(10) e Ctrl C5(10), apresentados comparativamente. Os
valores estdio representados como a média + erro padrdo da média das medidas obtidas a partir de trés leituras

individuais.
Fitorregiao Amostra Z-average (d.nm) PdI Potencial Zeta (mV)
Al1(10) 80,3+£1,6 0,308 £ 0,031 245+1,2
A Ctrl A1(10) 456,7+44.9 0,387 £ 0,075 -25,3+0,8
B1(10) 207,7+3,0 0,218 £ 0,012 21,1+1,2
. Ctrl B1(10) 1090 + 895 0,777 £ 0,288 -259+1,3
C5(10) 33,6 +0,2 0,553 £0,012 24,6 +1,1
c Ctrl C5(10) 373,8+279 0,437 £0,079 -255+1,1

O bioensaio foi realizado pelo método de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2, 5-difenil-2H-tetraz6lio), em linhagem celular de Spodoptera frugiperda (IPLB-S{21),
também conhecida como lagarta-do-cartucho. A linhagem Sf21, derivada do tecido ovariano
do inseto, foi utizada como modelo de célula de eucarionte para ser utilizada para a avaliagdo
da citotoxicidade. Os resultados obtidos (Figura 47) apresentaram viabilidade celular similar
entre as AgNPs, seus respectivos controles contendo somente extrato aquoso, € o controle
positivo (C+), o qual continha mais de 95% de células vidveis. Também foi observada
discreta diminuigsio da viabilidade para o controle contendo somente fons Ag'. Com isto, é
possivel indicar manutencdo da viabilidade celular ap6s as mesmas terem sido expostas as
amostras testadas; sugerindo que (i) as AgNPs produzidas com I paraguariensis nao
apresentaram atividade citotoxica para linhagem IPLB-Sf21; (ii) a fitorregido, (iii)) o método
de cultivo, (iv) a constituicdo da planta, e (v) as caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs

ndo exerceram influéncia sobre a viabilidade da linhagem celular de inseto avaliada.
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Ainda assim, € importante mencionar que caso o tempo de incubacdo fosse maior
que o nimero horas testado (24h), é provavel que as amostras de AgNPs poderiam sofrer
decréscimo na viabilidade, devido & liberagdio continua de Ag" [191]. Outros estudos sdo
necessarios para compreender o mecanismo pelo qual as AgNPs foram atéxicas em relagdo a
esta linhagem celular, contudo, o resultado negativo de citotoxicidade in vitro das AgNPs
pode ser um indicio de biocompatibilidade e indica que estas concentragGes de AgNPs

utilizadas ndo foram capazes de causar efeitos deletérios.
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Figura 47: Ensaio de viabilidade celular (MTT) das AgNPs sintetizadas com os extratos aquosos de I
paraguariensis na concentracdo final de 10 mg/mL. Materiais provenientes das fitorregides A, B ¢ C: A1(10),
B1(10) ¢ C5(10), com seus respectivos controles Ctrl A1(10), Ctrl B1(10) e Ctrl C5(10). Para a analise
estatistica, foi aplicado o teste de Tukey (p < 0,05), com diferencas significativas descritas por simbolos
correspondentes aos conjuntos de AgNPs [a=A1(10); p= B1(10); y= C5(10)], dos respectivos controles contendo
somente extratos aquosos [6= Ctrl A1(10); &= Ctrl B1(10); {= Crtl C5(10)] e dos controles positivo [n= C+],
negativo [0= C-] e de sal metélico [o= Ag'].

Por fim, deve ser ressaltado que na literatura ndo h4 relatos de estudos sobre a
citotoxicidade de AgNPs obtidas por qualquer método (fisico, quimico ou bioldgico) sobre a
linhagem Sf21, e nem mesmo em relagdo a extratos de plantas. Com isso, a perspectiva € de
que as informagGes obtidas com este bioensaio possam contribuir no que tange a interagdo
entre as AgNPs fitossintetizadas com I paraguariensis e a linhagem Sf21, ou ainda incentivar
o estudo com outros extratos de plantas e esta ou outras células como modelos.

Por fim, o Quadro 1 apresenta um breve compilado contendo alguns dos resultados

encontrados ao longo das se¢des abordadas e varidveis consideradas para esta Tese.



Quadro 1: Compilagdo das seg¢bes indicando os materiais brutos, pardmetros reacionais, teor total de antioxidantes (dado em fun¢do do percentual de
inibi¢do) e compostos fendlicos presentes em cada extrato aquoso avaliado; além do potencial formador de AgNPs e bioatividades conferidas 4s mesmas.
Todos os bioensaios foram conduzidos a partir das AgNPs sintetizadas na temperatura de 50°C.

Concentragio

Fitorregido Parte da planta . Referéncia | Antioxidantes | Fenéis totais | Temperatura de extrato Forrqaczfo/ Bicatividade avaliada/
. s - Aspecto do material e . referéncias
de origem utilizada na reagio do extrato (% inibigio) |mg/L]| de reagio (°C) agquoso resultado
das AgNPs
[mg/mL]
50 50 Sem formagdo - -
1 . . .
20 Antibacteriana Sim
30 1o Al(1O)
. 40 Citotoxicidade Nao
A Folhas, peciolos e ramos Al 27,28 £ 0,00 1699 30
60
70 1 Al Antibacteriana Sim
Processado 80
{Pulverizado fresco) 50 0.1 Sem formagao ) )
B Felhas, peciolos e ramos Bl 30,46 £ 0,01 2190 50 10 Bl{1®) Citotoxicidade Nao
Folhas e peciclos C3 19,34 + 0,00 112,28 50 10 C3{10) - -
Ramos C4 24,23 + 0,00 98,53 50 10 C4(10) - -
C Folhas, peciolos e ramos C5 13,22 + 0,00 111,40 50 10 C5(10) Crtotoxicidade Nio
dNdieg cl 5.4 + 0,00 8,16 50 (o Sem formagio - .
. (Fragmentado fresco)
Folhas ¢ peciclos Processado
. Cc2 5,72 £ 0,00 61,09 50 10 Sem formagdo - -
(Pulverizado congelado)
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6. CONCLUSOES

Os extratos de I paraguariensis advindos das fitorregioes A, B e C, A1(1) e A1(10),
B1(10), C3(10), C4(10) e C5(10) mostraram-se eficientes em relagio a redugfio dos fons Ag"
e estabilizagdo das AgNPs formadas. A concentracdo e a temperatura de reagdo promoveram
variag0es nas propriedades Opticas, dimensionais, composicionais, elétricas e estruturais das
AgNPs produzidas. O ambiente de armazenamento interferiu no potencial dos extratos em
relacdo a formagdo de AgNPs. O método de cultivo influenciou ligeiramente as caracteristicas
dos extratos, bem como as propriedades das AgNPs. O aspecto e partes da planta utilizadas
nas reagles interferiram expressivamente na extragdo de fitoquimicos dos materiais;
proporcionando propriedades variadas as AgNPs obtidas. As AgNPs Al(l) e AI(10)
apresentaram atividade, no minimo bacteriostatica contra as bactérias avaliadas; enquanto
A1(10), B1(10) e C5(10) ndo apresentaram citotoxicidade em relagdo a linhagem eucaridtica

investigada.
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