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RESUMO

SANTOS, ANGELICA PANICHI. Sintese verde de nanoparticulas de prata com
extrato aquoso de Calendula officinalis e diodos emissores de luz (LED). 89 f.
Dissertacao Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Ponta Grossa, 2017.

A sintese verde € uma alternativa segura, ecologicamente correta e sustentavel para
produzir nanoparticulas metalicas menos toxicas, mais toleraveis ao organismo
humano, com efeitos bioldgicos melhorados e minima agressao ao meio ambiente. A
utilizacao de plantas para esta finalidade tem sido amplamente estudada, entretanto,
existem poucos estudos que atentam para o uso de LED (Light Emitting Diodes)
isoladamente ou associado as plantas, para esta finalidade. Assim, o objetivo deste
trabalho foi sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata (AgNPs) obtidas por
sintese verde, usando extrato aquoso de flores de Calendula officinalis sem e com
fotoreducao por LEDs de diferentes comprimentos de onda, além da determinacao
do tempo necessario para a total reducdo da prata. Foi realizada, ainda, a
caracterizagcdo morfolégica, de superficie e espectroscopica das nanoparticulas
obtidas. Os resultados indicaram que as condi¢cfes ideais para a reducéo total dos
fons Ag* para Ag® e formacdo das AgNPs foram: a utilizacdo do extrato Calendula
officinalis obtido por infusdo, em uma propor¢cao de 1/20 entre o extrato e a solucao
de nitrato de prata (AgNOg3), e 48 horas de reacdo. Em relacdo a aplicacdo do LED,
nao se observou a formacdo de AgNPs pela irradiacdo isolada dos LED sobre a
solucdo de AgNOs, entretanto a exposicdo aos LEDs associada a presenca do
extrato de Calendula officinalis produziu efeitos fotoquimicos, determinando
alteracbes nas formas das particulas formadas. Nas micrografias por MEV-FEG
observou-se que AgNPs obtidas pelo extrato de Calendula officinalis apresentaram
formato esférico, enquanto as expostas aos LEDs verde e azul apresentaram
geometrias diferentes, como hexagonais, prismaticas, quadradas e retangulares. O
LED vermelho ndo promoveu mudanca na morfologia das AgNPs. A presenca de
prata (Ag®) nas nanoparticulas foi comprovada pelo EDS. No DRX o aparecimento
de picos de cristalinidade relativos a prata metélica. Foi possivel confirmar a
presenca dos constituintes quimicos do extrato de Calendula officinalis na superficie
das AgNPs, por meio da identificacdo de bandas especificas no FT-IR e aumento na
intensidade do espalhamento da luz observado na espectroscopia Raman. Foi
possivel concluir que o extrato aquoso de Calendula officinalis 5% é uma alternativa
excelente para a sintese verde de AgNPs e que a exposi¢cao aos LEDs associada ao
extrato de Calendula officinalis promoveu efeitos fotoquimicos, determinando a
forma das AgNPs.

Palavras chaves: Sintese verde com plantas, nanoparticula de prata; extrato
aquoso de Calendula officinalis; Diodos emissores de luz (LED).



ABSTRACT

SANTOS, ANGELICA PANICHI. Green synthesis of silver nanoparticles with
agueous extract of Calendula officinalis and light emitting diodes (LED). 89 f.
Dissertacao Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Ponta Grossa, 2017.

Green synthesis is a safe, environmentally friendly and sustainable alternative to
produce less toxic metallic nanoparticles, more tolerable to the human body,
presenting improved biological effects and minimal environmental impact. The use of
plants for this purpose has been widely studied, however, there are few studies that
attempt to use Light Emitting Diodes (LED) alone or associated with plants.Thus, the
aim of this work was to synthesize and characterize silver nanoparticles (AgNPSs)
obtained by green routes, using aqueous extract of Calendula officinalis flowers with
and without photoreduction by LED in different wavelength. It was determined yet,
the ideal time to complete silver reduction, and morphological, surface and
spectroscopic characterization was performed. The results indicated that the ideal
conditions to complete reduction of ion Ag* to Ag® were: use of aqueous extract of
Calendula oficinallis obtained by infusion of flowers, in proportion of 1/20 to AgNO3
solution, and 48 hours of reaction. It was showed that, the exposition of AQNO3
solution to LED alone, was not cappable to produce AgNPs. However, when
associated to the extract of Calendula oficinallis the exposition to LED promoted
photochemestry effect, that determined the shape of AgNPs. It was observed by
SEM-FEG that AgNPs obteined by extrat of Calendula officinalis presented spherical
shape, but AgNPs irradiated by green and blue LED showed It was observed by
SEM-FEG that AgNPs obtained just by use of the extract of Calendula officinalis
presented spherical shape, however, AgNPs that were irradiated by green and blue
LED showed different geometries, as prismatic, cubic and cylindrical. Red LED didn’t
promoted changes in the spherical shape os AgNPs. The presence of silver (Ag®) in
the AgNPs was confirmed by EDS and presence of cristalinity peak at DRX, that was
related to metallic silve. Chemical componds of Calendula officinalis on the AgNPs
surface were identified by specific bands in the FT-IR and by improve of intensity of
light scattering showed in Raman sapctroscopy. It was possible to conclude that
agueous extract of Calendula officinalis 5% flowers is an excelent alternative to
green synthesis of AgNps and that LED exposition associated to extract of Calendula
officinalis promoted photochemical effects, determining AgNPs shape.

Keywords: Green synthesis using plants; aqueous extract Calendula officinalis;
silver nanopatrticle; Light emitting diodes (LED).
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico de nanoparticulas apresenta constantemente
novos avancos, resultando na producdo de novos dispositivos e materiais
nanoestruturados dos mais diversificados componentes, como metais, ceramicos,
fibras de carbono e polimeros e visando a utilizagdo de métodos mais sustentaveis,
rentaveis e eficazes.

A evolucdo e multiplicidade de muitas doencas no século XX, como a
resisténcia bacteriana, a variabilidade dos tipos de cancer e a morte por estas
doencas, tem impulsionado pesquisas de novas formulagbes e novos compostos.
Entretanto, toda essa evolugcdo precisa estar aliada a métodos sustentaveis e que
preservem o meio ambiente, abrindo, desta forma, espaco para o crescimento da
nanobiotecnologia, da sintese verde ou quimica verde e da biorremediacao.

Considerando os infindaveis recursos da natureza, nanoparticulas metélicas
foram desenvolvidas através da sintese verde, por meio do uso de plantas, micro-
organismo e outros substratos naturais, processo livre de redutores quimicos que
podem contaminar o meio ambiente. Dessa forma, a sintese verde de
nanoparticulas metalicas visa utilizacdo de organismos biologicos, ou partes deles
(como 6rgdos, tecidos, células ou biomoléculas), como substituintes de reagentes
quimicos toxicos nas reacdes de sintese de nanocompostos, apresentando-se como
uma alternativa sustentavel. (LOGESWARI et al., 2015).

Entre as nanoparticulas de metais nobres, as nanoparticulas de prata
(AgNPs) tem despertado grande interesse devido suas propriedades especificas,
tais como estabilidade quimica, boa condutividade, aplicacbes cataliticas atividade
antimicrobiana, antiviral, antifingica, além de atividade anti-inflamatéria conforme
andlise dos autores, Ahmed et al., (2015), Chen; Schluesener, (2008), e GorenSek;
Recel, (2007).

As AgNPs podem ser obtidas por meio de diferentes métodos, como por
reducdo quimica ou fotoquimica de solugéo de nitrato de prata (AgNO3), entre outros
com base em Pacione et al., (2015) e Sulaiman et al., 2013). Todos 0os métodos
trazem vantagens e desvantagens com problemas comuns como custo, estabilidade,

tamanho de particula e polidispersividade (TRAN et al., 2013).
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As técnicas fisico-quimicas utilizadas tradicionalmente na sintese de
nanoparticulas metélicas envolvem solventes téxicos e a geracdo de residuos
potencialmente nocivos a saude e ao meio ambiente, limitando em diversas
circunstancias o seu amplo uso em aplicagcbes biomédicas. Por esta razdo as
plantas e outros produtos vegetais se encontram entre as varias fontes naturais
disponiveis, capazes de produzir as nanoparticulas metélicas. Os extratos vegetais
aguosos contem alcaloides, taninos, esteroides, fenois, saponinas e flavonoides, que
podem rapidamente produzir nanoparticulas metalicas, originando uma solucédo com
alta densidade e estabilidade. Assim, estes metabdlitos secundarios dos extratos
vegetais reduzem os fons Ag* para Ag° formando as AgNPs. (GURUNATHAN et al.,
2014).

Em funcdo de contribuir na producdo de nanoformulacdées no tratamento do
cancer e na potencializacdo da acao antimicrobiana, propds-se o desenvolvimento
tecnolégico de uma AgNP pela reducdo com extrato aquoso das flores de Calendula
officinalis, que apresenta relevantes propriedades farmacolégicas, como anti-
inflamatorio, antimicrobiana, antiviral, antitumoral, antiulcerosa, antioxidante e
antisséptica e muitos metabdlitos secundarios capazes de promoverem a reducao
da prata a AgNPs. (GAZIN, 2007). Essa escolha se deve a tentativa de um
sinergismo entre a acdo da prata e metabdlitos secundarios da planta para
potencializar acdes biolégicas como, atividade antimicrobiana e citoxica.

A fotoquimica é um método bem difundido na producédo de nanoparticulas de
material inorganico, porque o uso da luz ou radiagdo pode contribuir para
estabilizacdo das nanoparticulas, para a formacdo e principalmente para o
desenvolvimento de nanoparticulas anisotropicas. Normalmente as nanoparticulas
por reducdo quimica sdo esféricas. No entanto, com o uso da luz podem variar as
suas formas, sendo possivel obter nanoparticulas triangulares, cubicas, quadradas e
prismaticas. Essas nanoparticulas anisotropicas causam efeitos diferentes na
bactéria ou nas células e relacionados com suas propriedades Opticas, forma e
tamanho. (TRAN et al., 2013).

Os Diodos Emissores de Luz (Light Emitting Diode - LED) sao estruturas
compostas por dois materiais semicondutores nos quais, em sua juncgdo, por
diferenca de cargas, ocorre a emissao de luz, sem aumento de temperatura. Por
isso, apresentam um gasto energético baixo e sao utilizados na fotoquimica.

Estudos recentes mostraram que os LED promovem a fotorreducdo das sementes
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de prata e controlam o tamanho das AgNPs esféricas, (STAMPLECOSKIE;
SCAIANO, 2010), e tém sido utilizados frequentemente como fonte de luz de
excitacdo em reac0des fotoquimicas de sintese de AgNPs. (LEE et al., 2014).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi sintetizar AgNPs por rotas
alternativas, empregando a sintese verde, utilizando o extrato aquoso de flores de
Calendula oficinallis e Diodos Emissores de Luz e avaliar as suas atividades

bioldgicas em bactérias e levedura.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 NANOPARTICULAS METALICAS

A nanotecnologia de materiais metalicos compreende a ciéncia de materiais
inorganicos que visa o dominio de particulas e interfaces com dimensdes
extremamente pequenas, da ordem de 1 a 100 nandmetros (nm). As particulas
deste tamanho s@o denominadas de nanoparticulas metalicas, apresentam uma
grande area superficial e, frequentemente, exibem propriedades mecanicas, Opticas,
magnéticas ou quimicas distintas de particulas e superficies macroscopicas. O
tamanho, a forma e as propriedades fisico-quimicas sdo mais facilmente trabalhadas
e modificadas em nanoparticulas metalicas do que em outros tipos de
nanoparticulas.

O aproveitamento dessas propriedades das nanoparticulas metalicas em
aplicacbes tecnologicas juntamente com a da ciéncia da saude formam a base da
nanobiotecnologia. (RAI, 2013). A nanobiotecnologia representa um moderno e
promissor propésito no desenvolvimento de novas formulagcbes a base de
nanoparticulas metélicas com propriedades diferenciadas e em diversas areas
cientifica e tecnologica, como na medicina em préteses e material cirdrgico, na
quimica para catalise, na fisica como materiais optoeletrdnicos, na biologia em
marcadores celulares e na farmacéutica para bioencapsulacédo e biosensores.
(ALMEIDA et al., 2015; SIGNORI, 2010).

Com o aumento da razdo entre a area e o0 volume do material
nanoestruturado, os efeitos de superficie se tornam mais acentuados, conferindo a
esses materiais, caracteristicas especificas para determinadas aplicagbes como em
catélise, na sintese de coldides, em processos fotoquimicos, no desenvolvimento de
sensores e dispositivos eletronicos, em aplicacdes meédicas, na obtencdo de novos
farmacos e no controle ambiental. (FERREIRA; RANGEL, 2009).

As nanoparticulas metalicas adquirem caracteristicas fisicas e quimicas
importantes diretamente relacionadas com o0s metais que as formam, como
propriedades magnéticas, Opticas, cataliticas e de transporte. Os metais estao
ligados por reticulos cristalinos, sendo que cada atomo fica circundado por 8 ou 12
outros atomos do mesmo elemento metalico, tendo, portanto, atracfes iguais em

todas as direcdes, exceto os atomos na lateral do cristal. Os atomos dos metais
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possuem apenas 1, 2 ou 3 elétrons na camada de valéncia resultando em elétrons
livres que transitam livremente pelo reticulado através da ligacdo metalica, mantendo
0s atomos unidos. Portanto esta estrutura reticulada e esse tipo de ligacdo quimica
resultam em uma série de propriedades caracteristicas dos metais que contribuim
para producdo de nanoparticulas metélicas, pois estes elétrons livres permitem a
agregacao entre os atomos e nucleacao das nanoparticulas metalicas.

2.1.1 Breve Historico

As nanoparticulas metalicas podem ser produzidas a partir de varios metais,
especialmente nobres, como ouro, prata, platina, titdnio e cobre. As primeiras
nanoparticulas metalicas foram desenvolvidas intencionalmente em 1857, por
Michael Faraday que sintetizou nanoparticulas de ouro e demonstrou a relacéo entre
as propriedades e o tamanho de particulas de ouro, observando que esse tamanho
influenciava na absorcéo de luz. Em sua forma natural, o ouro exibe uma coloragéo
amarela, porém, dependendo do tamanho das particulas, pode se mostrar negro,
rubi ou arroxeado, sendo possivel obter materiais baseados em ouro em diferentes
cores, dependendo do tamanho das particulas. (FERREIRA; RANGEL, 2009; LIZ-
MARZAN, 2004). A prata utilizada desde a antiguidade para o tratamento de feridas
e doencas infecciosas foi introduzida ha muitos anos na nanotecnologia. As
nanoparticulas de platina tiveram  desenvolvimento  promissor como
nanocatalisadores. (SANTOS, 2009). Os protetores solares foram precursores na

utilizacao nanoparticulas de diéxido de titanio. (FLOR et al., 2007).

2.1.2 Propriedades Opticas e Magnéticas

As propriedades magnéticas e Opticas das nanoparticulas se devem a
mobilidade dos elétrons dos metais. Uma onda de luz incidente a um campo
eletromagnético oscilante, quando atinge a superficie do campo elétrico da radiacéo
empurra os elétrons moveis para frente e para tras. Esses elétrons oscilantes
emitem luz, essencialmente a remissdo da luz incidente. Os elétrons oscilam em
sintonia com a luz incidente e emitem luz com a mesma frequéncia, ou seja, a cor da
radiacdo incidida sera a cor refletida pelo metal, por exemplo, se incidirmos a luz

vermelha em um metal, ele refletird a cor vermelha. (ATKINS; JONES, 2006). Em
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detrimento destas condi¢fes, cada solucdo coloidal de nanoparticula metélica reflete
uma cor especifica, por exemplo, as solu¢des de nanoparticulas de ouro apresentam
uma coloracdo roxa e as de prata, coloracdo amarela, consequéncia dos efeitos
guanticos e ressonancia do plasmon de superficie. Essa ressonancia € o fenémeno
que ocorre quando a frequéncia dos elétrons de conducdo oscila em resposta ao
campo elétrico alternante da radiagéo eletromagnética incidente, como se demonstra
na Figura 1. Esse fendmeno ocorre quando as dimensfes do condutor sdo
reduzidas como pode se observar em nanoparticulas de ouro, platina, prata e cobre.
Além disso, a coloracao das solu¢des de nanoparticulas também esta diretamente

relacionada com o formato e tamanho da particula.

Figura 1 - Representacdo da oscilagdo plasménica para uma esfera em resposta a excitacdo
eletromagnética, mostrando o deslocamento da nuvem dos elétrons de conducéo relativa
a particula.

Campo E nanoesfera

metalica

\\

Fonte: OLIVEIRA M. M., 2005.

Um dos aspectos mais interessantes das nanoparticulas metalicas é que as
suas propriedades oOpticas dependem fortemente do tamanho e forma das particulas.
Uma barra de prata tem a aparéncia cinza brilhante quando reflete a luz, mas em
filmes como espelho transmitem a cor avermelhada, como na taca de Lycurgus, feita
pelos romanos em 400 a.C., que apresenta coloragao verde e, quando iluminada por
dentro, adquire uma cor avermelhada. Sabe-se hoje em dia que o vidro dessa taca
contém nanoparticulas de prata e ouro. Estes efeitos sdo o resultado de mudancas
na assim chamada ressonancia de plasmon de superficie, a frequéncia na qual
elétrons de conducdo oscilam em resposta para o campo elétrico alternado com a

radiacdo electromagnética incidente. No entanto, apenas metais com elétrons livres,
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essencialmente Au, Ag, Cu, e 0s metais alcalinos quando nanoestruturados
possuem ressonancias de plasmon de superficie no espectro visivel, que ddo origem
a essas cores intensas, propriedade nédo visivel nos atomos isolados e nem nas
macroestruturas. (BINDHU; UMADEVI, 2015).

Nanoparticulas alongadas (elipsdides e nanobastfes) exibem duas bandas
plasmon distintas relacionadas com a oscilagdo transversal e oscilagédo longitudinal
de elétrons. A oscilacdo longitudinal € muito sensivel ao formato da nanoparticula,
de modo que pequenos desvios na esfera geométrica podem levar a mudancas de
cor impressionantes. (CARDOSO et al., 2015).

Esses aspectos podem ser confirmados através da caracterizacdo das
nanoparticulas metalicas, principalmente por espectroscopia de UV-visivel (UV-Vis).
Como exemplo, as AgNPs apresentam absorbancia em comprimento de onda
maximo entre 400 a 500 nm, ja as nanoparticulas de ouro, esta absorbancia aparece
entre 500 a 600 nm. No trabalho desenvolvido por Stamplecoskie e Scaiano em
2010 foi observado que para cada forma das AgNPs (quadrada, prismatica,
triangular) h4 uma banda de absorcdo plasménica caracteristica (Figura 2), e as

cores emitidas pelas solu¢cbes destas nanoparticulas também séao diferentes.

Figura 2 - AgNPs em varios formatos, suas absor¢bes em UV-visivel e as solu¢des coloidais
correspondentes com diferentes cores.
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Fonte: STAMPLECOSKIE K. G.; SCAIANO J. C, 2010
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Além das propriedades individuais das nanoparticulas metélicas, o ambiente
no qual os metais nanoparticulados estédo dispersos, sendo que o indice de refracdo
e a distancia entre nanoparticulas metalicas influenciam nas suas caracteristicas
espectrais e suas propriedades Opticas, tornando-as ainda mais interessantes e

pesquisadas. (LIU et al., 2015).

2.1.3 Sistema Coloidal e Estabilizacdo das Nanoparticulas Metélicas

As nanoparticulas metélicas normalmente sdo sintetizadas em sistemas
coloidais. Uma fase dispersa formada por agregados de atomos com dimensfes de
até 100 nm aproximadamente. Um atomo mede de 1 a 4 A e & medida que eles véo
se nucleando para formar as nanoparticulas suas dimensf@es passam a ser do
aglomerado em nanbmetros. As propriedades fisicas e quimicas desses
aglomerados sdo bem definidas e estes podem ser caracterizados.

A partir dessa coloidizacdo, a estrutura desses pequenos aglomerados
(clusters) evolui suavemente em direcdo ao valor limite encontrado no material em
nanoescala (Figura 3) com caracteristicas especificas que podem permiter sua
identificacdo e suas qualidades. A mudanca na coloracdo da solucdo coloidal € um
indicativo da presenca do material em nanoescala, por exemplo, na producédo de
AgNPs a partir da reducdo da solucdo de AgNO; por citrato ou borohidreto, a
solucdo que inicialmente é transparente e incolor, adquire a coloragdo amarela
quando as nanoparticulas estao presentes. Quando séo utilizados extratos de planta
para reducdo da solucdo do AgNO;3; a coloracdo adquirida pela solucéo coloidal é
marrom avermelhado. Esses sdo aspectos visuais que podem ser utilizados como
parametro para determinar que as AgNPs foram formadas.

Figura 3 - Esquema ilustrativo da agregacdo a partir de atomo isolado, formacao dos clusters,
pequenos aglomerados de &tomos e o0 material nanoestruturado.
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Fonte: Adaptado de SAADE, 2013.
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Um dos grandes desafios relacionados aos sistemas coloidais contendo
nanoparticulas metalicas consiste exatamente em manté-las estaveis nestas faixas
de tamanho, evitando a aglomeracdo, sendo que estas possuem uma alta energia
superficial, favorecendo termodinamicamente imediata agregacdo destas para a
formacao de ligagbes metal-metal.

Apesar de cada método possuir caracteristicas especificas, de modo geral, a
sintese coloidal de nanoparticulas se baseia em quatro componentes: meio,
precursor, agente redutor e estabilizante. Assim, o0 meio é a fase liquida onde a
reacdo ocorrerd. O composto quimico que ira fornecer o metal é o precursor,
geralmente o sal do metal, no caso de nanoparticulas metélicas. O agente redutor é
geralmente um composto quimico que fornece elétrons e que reduzird o ion,
transformando-o na espécie metélica. O agente estabilizante ou de revestimento, é a
molécula que recobre a superficie das nanoparticulas, mantendo-as afastadas e
dispersas no meio. (FERNANDES, 2014). A presenca do agente estabilizante, que
se adsorve sobre a superficie das nanoparticulas, forma uma camada auto-
organizada, que impede a coalescéncia. Para este fim, alguns dos estabilizantes
mais eficazes s@o os poliméricos, como, por exemplo, polivinilpirrolidona (PVP) poli
alcool vinilico (PVA) e &cido poliacrilico (PAA), que possuem, em suas estruturas,
sitios basicos de Lewis com alta afinidade pelas nanoparticulas, e cadeias organicas
suficientemente compridas que criam um impedimento estérico, evitando interacdes
entre as mesmas. (MELLO et al., 2012).

No caso da sinteseverde de nanoparticulas metélicascom planta, os
constituintes quimicos do extrato, as biomoléculas, desempenham duas func¢des:
como agente redutor e estabilizante. Os grupos funcionais como alcodis, fendis e
cetbnicos promovem a reducdo do ion metalico e adsorvem na superficie das
nanoparticulas ligando-se ao metal, proporcionando um recobrimento das mesmas,
assim limitando o crescimento e evitando que se agreguem. (INGALE et al., 2013).

Outro fator determinante para estabilidade é o recobrimento da nanoparticula
metalica, seja por biomoléculas presentes no extrato de planta em sintese verde ou
outros compostos usados para revestimento e neutralizacdo de cargas. O
desempenho das atividades fisicas, quimicas biol6gicas das nanoparticulas
metalicas em solugfes coloidais estdo diretamente relacionadas com o estado de
agregacdo, com o metal escolhido e com o uso de adjuvantes da sintese como

estabilizantes, polimeros e surfactantes.



23

2.1.4 Métodos de Sintese de Nanoparticulas Metélicas

Varios métodos de preparacdo de nanoparticulas metalicas tém sido
desenvolvidos, sendo que, a qualidade do coldide, a estabilidade, a distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas, a rapidez e simplicidade do método, o custo de
preparacdo sdo considerados os aspectos mais relevantes na escolha de uma boa
producdo de nanoparticulas.

Tecnologicamente 0s nanomateriais podem ser preparados segundo uma
abordagem fisica, quimica ou hibrida, utilizando dois métodos (Figura 4). O primeiro
método é conhecido como Top-down (de cima para baixo), que se baseia na
desconstrucdo de estruturas maiores, utilizando técnicas de fabricacdo para cortar,
moer e moldar materiais até atingir a nanoescala. O segundo é o método Bottom-up
(de baixo para cima), que explora as propriedades quimicas de moléculas/atomos
individuais para fazer com que estes se organizem e formem uma estrutura em

nanoescala. (MITTAL et al., 2013; FERREIRA; RANGEL, 2009).

Figura 4 - Métodos de sintese de nanoparticulas metdlicas

Sintese de nanoparticulas metilicas

* Ablacdo termalf ablagio por laser * Precipitagdo quimica e eletroguimica
*  Processode explosdo + Deposicio de vapor
* Frenagem mecanica + Condensagdo molecular ou atémica
*  Atagque guimico *  Processosol-gel
* Pulverizacio catodica ¢ Pirdlise spray e laser

*  Processoaerossol

Fonte: Adaptado de MITALL et al., 2013
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2.1.4.1 Métodos fisicos (top - down)

Os métodos fisicos promovem a quebra de um bloco ou um pedacgo do metal,
ocorrendo uma subdivisdo do material até a obtencdo de uma estrutura em
nanoescala. Baseia na desconstrucao de estruturas maiores, utilizando técnicas de
fabricacdo para cortar, moer e moldar materiais até atingir tamanhos nanométricos.
Exemplo desses métodos sao sondlise ultrassénica (HUI et al., 2014), nanolitografia,
ablacdo por laser, (DARROUDI, 2015; ZAMIRI, 2010), abrasdo (moagem de alta
energia), pulverizacdo catddica e cauterizacdo quimica. Nos métodos fisicos de
obtencdo de nanoestruturas, o controle do tamanho e das formas é mais dificieis de
serem alcancados, exige altas temperaturas e grande gasto de energia, com isso

tornando-0s mais onerosos.

2.1.4.2 Métodos quimicos e biologicos (bottom-up)

Os métodos quimicos, também conhecidos como bottom-up, sdo baseados
em reacfes quimicas, de oxidacao/reducdo e utilizam precursores moleculares ou
atdmicos, geralmente na forma de um sal, para a obtencdo das nanoparticulas
desejadas.

Muitos agentes redutores podem ser utilizados entre os quais estdo, citrato de
sédio, (SANTANA et al., 2006; MEISEL, 1982 e TURKEVICH et al., 1951),
borohidreto de sédio, (MELLO et al., 2012), e hidrazina, (ANSARI; SARTALE, 2015),
e hidroguinona, (GENTRY; FREDERICKS; KRCHNAVEK, 2009). Ainda por reducao
guimica temos a reducéo por acido galico e solventes orgéanicos (dimetilformamida -
DMF e dimetilsulféxido - DMSO) e € preciso acrescentar mais um agente
estabilizador com rigido controle da temperatura para obter o tamanho proposto.
(PACIONE, 2015).

Outro método que se popularizou foi o de Tollens, conhecido como reacdo do
espelho de prata, sendo uma reducdo que tem como agente redutor a glucose.
Muitos pesquisadores modificaram este método e utilizaram outros sacarideos como
lactose e maltose. (SALLUM, 2014).

Outros métodos utilizados para reducdo de solucdo de AgNO; sédo a
decomposicao térmica dos compostos, radiacdo assistida, eletroquimica, (HIRSCH
et al., 2005), fotoquimica (DINH et al., 2015; STAMPLECOSKIE; SCAIANO, 2012;
SAKAMOTO et al., 2009), sonoquimica (KOROTCHENKOQV, 2005), método assistido
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por micro-ondas (KHURSHEED et al., 2015; NADAGOUDA et al., 2010), uso de
micelas (MEHTA, 2010), deposicéo termal (PLANTE, 2010) e recentemente, através
de vias biolégicas. (SULAIMAN, 2013).

A matéria inorganica pode ser reorganizada em nanoescala através de
interacOes fracas, tais como ligacbes de hidrogénio, forca de van der Waals,
interacdes hidrofébicas ou hidrofilicas, aglomeracédo fluidica e outras formas de
agregacdo. O modo pelo qual a matéria € organizada, em estruturas nanométricas,
também desempenha um papel essencial nas caracteristicas e propriedades do
produto final. Dessa forma, deseja-se alcancar o controle em nivel de nanoescala e
na integracao para obter escalas cada vez menores e variadas formas. (FERREIRA,;
RANGEL, 2009). Nanoestruturar a matéria é potencialmente um método econdémico

para obter funcionalidade, visando um produto com alto valor agregado.

2.2 APLICACOES DAS NANOPARTICULAS METALICAS

As nanoparticulas metdlicas possuem aplicacbes nos mais diversas areas,
como medicina diagnostica, na nanocatalise, na biorremediagdo (organismos vivos
removem poluentes do meio ambiente), na industria farmacéutica (sistemas de
liberacdo controlada de farmacos e cosméticos), industria alimenticia e téxtil
(embalagens e roupas com propriedades antimicrobianas), entre outras aplicacées.
Essas sdo usadas em um numero crescente de aplicagbes que vao desde
desinfetantes domésticos a dispositivos médicos, tratamentos dentarios, (BLOCHER
et al., 2015) e para a purificacdo de agua. (DINH et al., 2014). Como as areas séo
diversas, para a descricdo minuciosa, foram selecionadas as que mais estao
relacionadas com as ciéncias farmacéuticas.

A adicdo de nanocompdsitos ou nanoparticulas, (por exemplo, prata, dioxido
de titanio, diéxido de silicio e argila) em embalagem pode assegurar uma melhor
protecdo dos alimentos. Esses materiais modificam o comportamento de permeacao
dos produtos na parte interna da embalagem e também atuam na desodorizacao,
aumentam as propriedades de barreira, bloqueando a luz ultravioleta, promovem
melhoramento mecéanicos e de resisténcia ao calor, e apresentam acao
antimicrobiana e antifingica de superficies. Nanocompdésitos de nylon formam uma

barreira para o fluxo de oxigénio e didxido de carbono em garrafas PET de camadas
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multiplas e em latas de cerveja e outras bebidas alcodlicas, para manter o frescor e
bloquear odores. (CHAU et al., 2007).

As nanoparticulas metalicas contribuem para construcdo de biossensores e
atuam com eficiéncia tanto no reconhecimento, devido a sua maior area de
superficie, como na transducdo do sinal dos biossensores. Esses sdo dispositivos
analiticos, compostos de uma biocamada, um transdutor elétrico, elementos de
condicionamento e processamento do sinal elétrico. A biocamada pode ser uma
enzima, um anticorpo, uma proteina ou DNA. Acoplado ao biossensor esta o
transdutor que assimila o sinal eletroquimico, éptico (nanoparticulas metalicas),
piezoelétrico ou calorimétrico. A finalidade do biossensor € produzir um sinal elétrico
proporcional em magnitude ou frequéncia a concentracdo do analito-alvo, medir de
modo seletivo determinadas substancias, nos quais a interacdo bioldgica é mediada
diretamente por ligante ndo catalitico, como receptor celular e anticorpos. A
deteccdo pode ser indireta, na qual o bioanalito € uma enzima imobilizada, que é
usada para o reconhecimento do substrato-alvo e um sensor marcado, como
anticorpos fluorescentemente marcados ou elementos cataliticos, como enzimas.
(LIU et al., 2009; PATHAK et al., 2007).

Os tipos de biossensores produzidos com nanoparticulas metalicas podem
ser para diagnostico, utilizados para deteccdo de patdégenos, proteinas, DNAs, como
nanossondas para imageamento in vivo, rastreamento de células e monitoramento
de doencas e terapia. (DORIA et al., 2012). Seu uso traz uma série de vantagens,
pois sdo altamente sensiveis, seletivos e 0s processos de producdo sao acessiveis.

As nanoparticulas metélicas sdo especialmente usadas na catélise devido a
alta area superficial por unidade de volume ou massa do metal. Os catalisadores
podem ser complexos metalicos, estando o metal na forma de nanoparticulas,
dispersas em superficies de materiais de areas superficiais especificas elevadas e
estaveis, tais como alumina, silica ou carvao ativado. Os catalisadores modernos de
elevado desempenho sdo atualmente projetados para considerar a significativa
contribuicdo do suporte e cuidadosamente suportar as nanoparticulas metalicas. E
também conhecido que a atividade catalitica de particulas metalicas suportadas é
fortemente dependente do seu tamanho e forma e, portanto, os catalisadores
nanoestruturados sado altamente ativos, uma vez que a maioria da superficie da

particula pode estar disponivel para a reacéo.(BINDHU; UMADEVI, 2015).
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O espalhamento Raman poderia ser um processo muito pouco eficiente
devido a sua pequena secdo de choque e faria da espectroscopia Raman uma
técnica pouco sensivel. Contudo, a presenca de superficies compostas por
nanoparticulas metélicas apresenta a propriedade de intensificar o sinal Raman de
moléculas adsorvidas por fatores da ordem de 10° vezes (SANTANA; ZAIA, 2006). A
intensificacdo do sinal Raman de espécies adsorvidas em superficies metalicas
especialmente AgNPs, € chamado de efeito Raman intensificado pela superficie ou
SERS (Surface Enhanced Raman Scattering). A intensificacdo do campo
eletromagnético préximo a superficie do metal devido a ressonancia com a banda
plasmon, ou seja, a intensificacdes a longas distancias, e o espectro obtido deve ser
similar aquele obtido das moléculas em solucao, pois nesse tipo de mecanismo néo
se espera nenhum tipo de perturbacdo substancial da molécula espalhadora.
(SOBOLEWSKI et al., 2013; OLIVEIRA, 2005). A existéncia desse efeito permite o
uso da espectroscopia Raman de forma muito mais abrangente, abrindo
possibilidades de aplicacdo da espectroscopia vibracional, possibilitando essa
técnica de detectar compostos de baixas concentracfes, e mesmo analisar

pequenas quantidades de analitos. (PIETA et al., 2014).

2.3 NANOPARTICULAS DE PRATA.
2.3.1 Prata

A prata € um metal nobre de cor branca, brilhante, mole, maleavel, funde-se a
961 ‘C e entra em ebulicao a 2.162 °C. Sua configuragao dos elétrons de valéncia é
[Kr] 5s* e 4d™, sua massa atémica 107,8682 u, raio atdmico de 144 pm e densidade
10,490 kg/m®. Sua estrutura é cristalina e apresenta as condutividades térmica e
elétrica mais elevada que se conhecem. (COTTON; WILKINSON, 1978). A prata tem
potencial padréo de redugéo positivo e, por isso, ndo reduz o H *q) a hidrogénio,
mas reage facilmente com o enxofre promovendo o escurecimento de objetos de
prata. (ATKINS, 2006).

A prata em escala macroscopica nao apresenta efeito nocivo ao ser humano,
salvo em casos de exposicdo anormais. No entanto, estudos demonstraram que
gquando em particulas menores, ao serem inaladas podem ser bioacumuladas no

cérebro e, quando absorvidas pela pele, podem ocasionar danos a estruturas
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Na Tabela 1 pode ser observado o histérico do uso da prata como

antimicrobiano.

Tabela 1 - Histérico da atividade antimicrobiana da prata

Ano Histdria da atividade antimicrobiana da prata

1884 Crede usou 1 % de nitrato de prata em recém-nascidos para prevencao

de infeccéo ocular.

1887 Von Behring mostrou que 0,25% e 0,01% de solucdo de nitrato de prata
foram efetivas contra o Tifo e bacilo Antrax.

1900 Hammered usou prata em folhas e na forma coloidal para o tratamento
de feridas que nado cicatrizavam, e percebeu que estas diminuiam o

rubor, porém ndo conseguiu explicar a razao.

1920 A prata coloidal foi aceita pelo FDA no tratamento de feridas.

1940 O desenvolvimento dos antibiéticos deixa a pesquisa com a prata um

pouco de lado.

1960 Moyer e Monafo iniciam o uso de solucao de nitrato de Prata a 0,5 % em

feridas de queimadura.

1968 Fox introduziu creme de sulfadiazina de prata a 1% em feridas de

gueimadura.

2004 Surgiram o0s primeiros curativos (pensos) para feridas e a NASA passou

a usa-la para purificar agua nos voos espaciais.

Atual  Nanoparticulas e outros complexos.

Fonte: DUNN et al., 2004
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celulares fundamentais, como as mitocondrias. (CHEN; SCHLUESENER, 2008).
Entretanto devido a acfes antimicrobianas descoberta ha décadas atrds, os
pesquisadores insistiram nos efeitos benéficos.

A exposicado prolongada a prata pode provocar argiria um irreversivel
escurecimento da pele causado por continuo e prolongado tratamento com prata,
anico efeito negativo para o ser humano. (RUSSEL; HUGO, 1994). No entanto, esse
acumulo pela prata sé ocorre com particulas em escala micrométrica, pois obstruem
as membranas celulares. Por outro lado, as AgNPs séo tado finamente dispersas e
estdo em tado baixa concentracdo que podem circular pelas membranas celulares
sem ocasionar danos a organismos superiores, visto que a concentragdo efetiva
para atuacdo contra microorganismos é de 0,1 ug L™ e a concentracéo toxica a
seres humanos é de 10 mg L™. (BERNI, E; RIBEIRO, C; ZUCOLOTTO, V., 2008).

Solucdes alternativas como a prata em forma de nanoparticulas ou nanotubos
de carbono sao alternativas para minimizar a toxidade e explorar as atividades
bioldgicas. Materiais de apoio como polimeros podem ter a finalidade de aumentar a
atividade antimicrobiana e reduzir os efeitos adversos no organismo humano e na
ecologia. (ANAND; MANDAL, 2015).

A prata é tipicamente o metal de escolha para a sintese verde de
nanoparticulas metélicas com extratos de plantas, devido a facil obtencdo dos ions
Ag" a partir de sais e Oxidos de prata, sendo estes precursores inertes e de baixo
custo (ZHANG et al., 2005). Entretanto, outros metais foram explorados para a
formacao de nanoparticulas metalicas, entre eles destacam-se o ouro, (MALHOTRA,
et al., 2014; DHAS et al., 2014), a platina (SHINY, 2014 e ), paladio (BUI et al., 2015
e AKHTAR et al., 2013), o niquel (GUTTA 2015) e o cobre (HUSSAIN, 2015).

2.3.2 Sintese de Nanoparticulas de Prata

Para abtencdo de AgNPs, a metodologia mais comumente realizada é a
reacao de reducdo em meio aquoso. Esta € uma reacao simples onde o céation prata
(Ag") é reduzido a seu estado neutro (Ag®). Os atomos gerados colidem e formam
um nucleo estavel, iniciando-se o processo de nucleacdo, seguido do crescimento,
no qual mais atomos colidem e formam particulas maiores, e, finalmente as AgNPs.
Esse processo ainda ndo € muito bem elucidado, mas a selecao dos parametros é

fundamental para o controle e resultado da sintese, bem como o conhecimento do
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mecanismo desenvolvido. O produto final destas reacdes € uma solucao coloidal
com nanoparticulas de até 100 nm. Por esta razéo, este método € chamado de co-
precipitacdo, porque também envolve outros fenbmenos como, reducao, nucleacéo,

crescimento, engrossamento e/ou aglomeracao. (PACIONI et al., 2015).

2.3.2.1 Sintese Verde

A sintese verde, sintese biologica e sintese biogénica sdo termos comumente
usados para a sintese ecologicamente correta de AgNPs. As sinteses fisicas e
guimicas possuem consumo intensivo de energia e, as vezes, podem envolver
substancias quimicas téxicas, enquanto as técnicas bioldgicas mostram-se limpas,
atoxicas e ecologicamente corretas e pouco onerosas, porque utilizam recursos
naturais. A via de sintese biol6gica tem sido realizada principalmente através do uso
de bactérias, fungos, plantas, cianobactérias e actinomicetos. (CAUERHFF;
CASTRO, 2013).

O método de fitossintese, sintese via plantas, é rapido, ecologicamente
correto, rentavel e mais facil que a microssintese. A microssintese € realizada por
fungos ou bactéria e quando comparada a fitossintese é mais demorada, porque
depende do crescimento do microorganismo, da obtencéo da biomassa e purificacéo
do substrato redutor. (RAI, 2009). Geralmente, AgNPs biosintetizadas possuem
formas esféricas e dimensdes entre 5 a 100nm.

Sao trés fatores chaves na sintese dessas AgNPs, (i) o agente redutor, (ii) o
meio de reacdo e (iii) o agente estabilizador. (VIJAYAKUMAR, 2013). As proteinas
de fungos, os polimeros das bactérias e as substancias do metabolismo das plantas
agem como agentes de reducdo, protecdo e estabilizacdo das AgNPs
biosintetizadas. Nessas rotas de sintese, organismos bioldgicos ou partes deles,
como biomoléculas, apresentam potencial redutor e, portanto, sdo largamente
utilizados para obtencédo de AgNPs. A biossintese de AgNPs é realizada tanto por
organismos procarioticos, como bactérias, quanto eucarioticos, como plantas, sendo
mediada por componentes biologicos capazes de reduzir o ion metalico, sem a
geracdo de residuos toxicos e sem impacto ao meio ambiente, um processo amigo
da natureza.

As plantas tém atraido a atencéo de pesquisadores nos ultimos 30 anos e tém

sido sistematicamente exploradas para a biossintese de AQNPs com extrato vegetal.
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Nessas rotas de sintese (Figura 5) séo utilizados tecidos da planta, a planta viva ou
extrato da planta. (IRAVANI et al., 2011).

A reducédo de um ion metdalico por um extrato vegetal € conhecida desde o
inicio do século XX, apesar do processo de reducdo ainda ndo ser claramente
elucidado, e geralmente envolve a mistura de um extrato aquoso com a solucdo do
ion metalico em questdo. (MITTAL, et al.,, 2013). Entretanto, sabe-se que a
biossintese por plantas, em geral, é realizada por uma combinacdo de biomoléculas
como aminodcidos, proteinas, polissacarideos, além de metabdlitos secundarios
como flavonoides, &cido tanico e terpenoides. (AKTAR et al., 2013).

Nos extratos vegetais, além dos redutores biolégicos, podem ser também
encontrados agentes estabilizantes das AgNPs. A origem desses componentes
redutores e estabilizantes influencia nas caracteristicas das AgNPs, porque
diferentes extratos apresentam concentracbes e combinagfes diferentes desses
compostos, 0 que torna este processo complexo e pouco conhecido. (MITTAL et al.,
2013).

Figura 5 - Esquema de reducéo dos ions Ag” pelo extrato de plantas.
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Cascas ’ —
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Nanopartfcula com -GG
propriedades

Fonte: Adaptado de Silva, 2014.

A escolha da planta, o estagio de maturacédo, a parte utilizada (folhas, caules,
raiz e sementes) influenciam diretamente nos resultados obtidos, principalmente no
tamanho da nanoparticula. (BAGHIZADEH et al., 2015; LOGESWARI et al., 2015). A
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quantidade de extrato vegetal também pode influenciar no tamanho da particula e na
distribuicdo desse tamanho, como demosntrado na sintese de AgNP com extrato
aquoso de folhas de Melia dubia, no qual foram obtidas particulas de 7,3 nm.
(KATHIRAVAN et al., 2014). As etapas de reducdo e a de recobrimento também
podem ser diferenciadas de acordo com o tipo de metal utilizado, havendo a atuagéao
de diferentes compostos do mesmo extrato.

A sintese verde pode também acontecer via microrganismos. As células
microbianas para sua sobrevivéncia tém a capacidade de tolerar situacoes
estressantes na presenca de metais toxicos, e desenvolvem varios mecanismos
especificos de resisténcia aos metais, incluindo sistemas de efluxo, alterando a
solubilidade, toxicidade do metal e o estado redox dos metais, precipitacdo
extracelular de metais, e a incapacidade da funcéo de transportar o metal. As tarefas
como biomineralizagdo, bioacumulagéo, biorremediacdo, biolixiviagdo e corrosao
microbiana sdo responsaveis pela fabricacdo mais recente de nanoparticulas
metalicas e sdo baseadas em interacfes de microrganismos com 0S metais.
(SALUNKHE et al., 2011).

A micossintese, sintese verde via fungos, € muito semelhante a sintese com
bactéria, porém mais trabalhosa porque precisa do preparo da biomassa ou
substrato a partir do microrganismo. As proteinas, polissacarideos e aminoacidos
presentes na biossama fungica ou bacteriana sdo responsaveis pela producdo de
nanoparticulas metélicas. Para a sintese de nanoparticulas metalicas diferentes
espécies de fungos foram utilizadas, Fusarium, nomeadas como Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Fusarium acuminatum, Fusarium culmorum, Aspergillus
niger, Aspergillus tamarii, Phoma glomerata, Alternaria alternata, e fungos
endofiticos Pestalotia sp. Excelentes resultados foram encontrados com biomassa
celular de Cochliobolus lunatus e Trichoderma viride. (BIRLA et al., 2013; MOHANTY
et al., 2012).

O extrato de algas também pode ser utilizado para sintetizar AgNPs. As
proteinas, principalmente os polissacarideos e outros constituintes presentes no
extrato tém a dupla funcdo de reduzir os ions Ag+ e controlar tamanho das
nanoparticulas durante a sintese das nanoparticulas. (SATAPATHY et al., 2015).

Outra sintese que pode ser chamada de verde € a redugdo do ion prata por
matriz polimérica. Esta utiliza matrizes poliméricas, facilmente obtidas, porém

utilizadas para aplicacdes particulares, como por exemplo, funcao de revestimento e
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para aumentar adesdao celular. Diferentes biopolimeros podem ser usados, tais como

amido, quitosana, ciclodextrinas. (AMIRI et al., 2015).

2.3.3.2 Sintese fotoquimica e nanoparticulas anisotropicas

As técnicas fotoquimicas para obtencédo de nanoparticulas metalicas utilizam
de dois métodos diferentes: o fotofisico e o fotoquimico. O fotofisico depende de
preparacdes que utilizam radiagdo UV e contam com a ajuda de agentes redutores,
como alcodis, carboximetilcelulose e quitosana, em vVarios meios reacionais
diferentes, como polimeros, micelas, vidro e emulsdo. Na técnica fotoquimica, as
nanoparticulas metalicas sédo sintetizadas por fotorredu¢do do precursor, 0s ions
prata (Ag®), utilizando intermediarios fotoquimicamente ativados tais como
protoporfirinas. (AVILA et al., 2015)

Para estes métodos de producdo AgNPs que foram sintetizadas com radiacéo
UV e solucdo aquosa contendo Triton X-100, que atua como agente estabilizante.
(HAIDER; KANG, 2015). Em outro caso, um laser de emisséo de radiagéo na regido
do infravermelho préoximo foi utilizado para fotorreducdo direta na producdo de
AgNPs, utilizando-se corantes como agente fotoativo. (BALAN et al., 2012).

O uso de métodos fotoquimicos tem permitido a producdo de nanoprismas
triangulares de prata em grandes quantidades e com o tamanho controlado pelo
comprimento de onda da radiacao incidente. (ROCHA, 2008). Quando a solucéo de
nanoparticulas recebe a radiacao incidente ocorre a redug¢do do precursor, e as
primeiras nanoparticulas formadas sdo pequenas esferas que se aglomeram,

originando nanoparticulas anisotropicas, como observado na Figura 6.

Figura 6 - Formas anisotrépicas que as AgQNPs podem adquirir a partir do cluster de Ag0
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Fonte: Adaptado de WILEY, 2005.
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Entre as sinteses fotoquimicas, destaca-se a sintese fotoquimica com fase
liquida ou com o uso de solvente, no qual os poliedros produzidos sdo bastante
variados devido as interacfes anisotropicas de diferentes faces do nanocristal.
Esses atributos tornam este método mais vantajoso do que o0s métodos de
fotofisicos.

A origem da palavra anisotropia em grego, (ani: nao, iso: igual, tropia: volta), e
é definida como a caracteristica que uma substancia ou produto possui em que uma
certa propriedade fisica varia com a direcdo. Costuma-se designar qual a
propriedade em que existe a anisotropia, por exemplo, anisotropia elétrica, éptica ou
magnética. Na Optica os materiais cristalinos revelam propriedades anisotropicas
face a luz, caracteristica prépria de certos minerais que se manifesta de modo
diferente, conforme a direcédo cristalogréfica considerada.

As nanoparticulas anisotropicas sao assim chamadas porque, quando
adquirem formas diferenciadas do padréo as esféricas, elas assumem propriedades
Opticas diferentes, relacionadas com a alta sensibilidade a mudanca na vizinhanca
quimica local, a localizacdo dos campos eletromagnéticos da radiacéo incidente de
difracdo e a geracdo de campos proximos de alta intensidade em funcédo do
rearranjo cristalino difracdo e a geracdo de campos préoximos de alta intensidade em
funcao do rearranjo cristalino.

As AgNPs apresentam anisotropias relacionadas a suas formas, e possuem
uma maior facilidade de adquirir formas variadas.

O seu campo electromagnético é induzido e as nanoparticulas que estéao
préximas um das outras ou agregadas sdo excitadas por este campo, sofrem uma
nucleacdo e mudam suas formas. E este campo eletromagnético nas AgNPs é
extremamente elevado quando comparados com outras nanoparticulas metalicas,
sendo provavel que esta seja a razao para fotoconversao para diversificadas formas.
Essa caracteristica € mais pronunciada nas nanoparticulas em que o agente
precursor € a prata comparativamente a outros metais. As variagdes na morfologia
das nanoparticulas alteram inclusive a ressonancia de plasmon de superficie e com
isso suas propriedades Opticas também sdo alteradas, tendo como consequéncia
acOes biologicas distintas em funcdo destas propriedades. (STAMPLECOSKIE;
SCAIANO, 2010; PAL et al., 2007).
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Nanoparticulas anisotrépicas de metais nobres, ouro e prata, vém recebendo
muita atencdo devido as novas aplicagbes cientificas e tecnologicas que exploram
suas propriedades Opticas, como em diagnosticos por imagem. Além disso, o
recobrimento das nanoparticulas por receptores moleculares tem permitido a
fabricacdo de sensores especificos para diferentes biomoléculas, proteinas e DNA,
com um desempenho superior aos métodos de deteccéo tradicionais, mais rapidos e

com menor quantidade de amostra.

2.3.3 Atividade Biolégica das Nanoparticulas de Prata

Dentre as nanoparticulas com atividade antimicrobiana existentes, as
nanoparticulas metalicas, em especial as AgNPs, sdo as mais atraentes, devido a
sua excelente capacidade bactericida e acao oxidativa de componentes celulares.

As AgNPs tem despertado expectativas no controle da resisténcia de
microrganismo aos antibiéticos utilizados atualmente, sendo a resisténcia bacteriana
um problema global no controle de doencas infecciosas que levam a morte de
muitas pessoas ao redor do mundo. Neste sentido, muitos estudos tem sido
realizados na associacdo de AgNPs com antibidticos no controle da proliferacédo de
microrganismo, buscando também, um sinergismo entre a prata e 0os compostos
utilizados na producédo das AgNPs, buscando intensificar a acdo bactericida. (RAI,
2013).

Estudos demonstraram que as nanoparticulas podem ser citotoxicas para
algumas células e suas biomoléculas, como o DNA e proteinas. As AgNPs,
principalmente, sdo promotoras da citotoxicidade via apoptose e necrose em
diferentes tipos de células cancerigenas. Essa toxicidade promovida pelas AgNPs
normalmente € dependente do seu tamanho, concentracdo e superficie de contato,
causando danos as estruturas intracelulares e, consequente, morte celular. (TRAN
et al., 2013; PRABHU; POULOSE, 2012).

Os efeitos biologicos da AgNPs gque levam a acdo antimicrobiana citoxicidade
ou até a morte celular, ainda nédo estdo bem elucidados. Acredita-se que a acéo das
AgNPs seja similar a dos ions prata, que penetram no interior da célula, oxidam as
biomoléculas e promovem a geracdo de espécies reativas do oxigénio (ERO)
interferindo no desenvolvimento funcional da célula. Os ions prata sdo téxicos para
as células diferindo das a¢fes das AgNPs. (EBRAHIMINEZHAD et al., 2016).
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As AgNPs interagem com os microrganismo e células de duas formas:
aderindo a parede celular, destruindo a permeabilidade e as fungdes da membrana
celular. E penetrando nas células através dos poros formados na membrana celular
pelas AgNPs.

Como apresentado resumidamente na Figura 7, as AgNPs, ao entrarem em
contato com parede celular sdo internalizadas no citoplasma de células eucarioticas,
devido aos danos causados a membrana, tornando-as mais permeaveis e
aumentam o influxo.

Assim alteram o transporte celular. Apds serem internalizadas e passarem ao
sistema endocitico e lisocitico, podem ser degradadas; os ions Ag® séo liberados, e
estes promovem a liberac&do de constituintes como as espécies reativas de oxigénio
(ERO), como: radical superéxido (O3’), radical hidroxila ((OH), peréxido de hidrogénio
e oxigénio singleto (*O,). (PARK et al., 2009).

Figura 7 - Esquema representativo do possivel mecanismo das AgNPs na inducéo da citotoxicidade.
Os circulos vermelhos indicam as espécies reativas de oxigénio (ERO).
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Essas ERO causam danos as proteinas, a membrana das organelas e ao
DNA. Danos a membrana dos lisossomos podem liberar enzimas degradadoras que
uma vez no citosol, podem atacar a membrana da mitocéndria, provocando danos e
até ruptura desta organela. Ao danificar a mitocéndria, sédo produzidas mais ERO,
entrando em um processo ciclico, no qual as ERO produzidas induzem mais danos a
mitocondria, gerando ainda mais ERO. Esse processo, na maioria dos casos, pode
levar mutagenicidade do material genético (DNA) e morte celular.

Vérias linhagens celulares tém sido testadas. Em um estudo realizado em
células de cancer de mama por Gurunathan em 2015, foram avaliados 0 mecanismo
de toxicidade de dois tipos diferentes de AgNPs, uma obtida por cogumelos e a
outra de cultura de Bacilus tequilensis. A pesquisa demonstrou que 0 gene
supressor tumoral (p53), que codifica uma fosfoproteina nuclear que desempenha
um papel importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na inducéo da
apoptose. O p53 desempenha um papel critico na resposta celular, nos danos
ocasionados no DNA e na inducdo da apoptose por ERO. Sugeriram que as AgNPs
ativam o p53, e este pode mediar a apoptose. Juntamente foi investigado o papel de
p53 em apoptose induzida por de AgNPs usando um inibidor de p53, a pifitrina-alfa
ciclica (PFT-a) e concluiram que as AgNPs também promovem a formagao de ERO,
sendo que as ERO também podem induzir a apoptose e morte celular. Em outro
estudo as AgNPs foram obtidas a partir da planta Moringa oleifera e estas exibiram
excelente atividade anticancerigena contra células HeLa. As AgNPs aumentaram a
producdo de ERO e sua subsequiente acéo na inibicdo da replicacédo celular e na
inducdo da apoptose na linhagem de carcinoma cervical humano. (VASANTH,
2014). Os efeitos citotoxicos de AgNPs produzidas com extrato de Artemisia
princeps foram avaliados em células de céncer de pulm&o, bem como sua agéo
antimicrobiana e formacéo de biofilme por Helictobacter pyroli e constataram que as
nanoparticulas promoveram ac¢des que levaram a morte celular. (GURUNATHAN et
al., 2015).

2.4 CALENDULA OFFICINALIS

A Calendula officinalis L. pertence a familia Asteraceae, sendo uma planta

herbacea, nativa em toda regido do Mediterraneo e cultivada em toda a Europa,
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onde floresce quase o ano todo. (OKUMA et al., 2015). No Brasil ela esta aclimatada
na regido sul e também é produtiva o ano todo, (Figura 8).

E extensamente utilizada pelas indUstrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia e pela populacdo em geral devido as suas atividades anti-inflamatoria e
antiedematosa. (EFSTRATIOU et al, 2012). Essa planta apresenta grande
quantidade de compostos fendlicos e flavonoides, responsaveis por suas atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antifingica, antioxidante antiviral,
antibacteriana e propriedades antissépticas. (CHANDURKAR et al., 2015;
MOREIRA, 2015). Outras atividades farmacoldgicas foram reportadas tais como:
imunomodulatéria por estimulacdo na granulocitose, antitumoral, antimutagénica,
antiviral e antimicrobiana. Também foram reportadas atividades bioldgicas, tais como
moluscicida e o 6leo essencial como nematicida, genotdxica, larvicida e
antiplasmadica. (GAZIM et al., 2007).

Figura 8 - Flores de Calendula officinalis

Fonte: A autora

Em estudos recentes, um gel oral de extrato de flores de Calendula officinalis
demonstrou bons resultados no tratamento de mucosite orofaringe causada pela
radiacdo usada para cancer de pescoco. (BABAEE et al., 2013). Foram identificadas

outras fracbes fitoquimicas com ac¢bes farmacologicas como acdo antimicrobiana,
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cicatrizante e anticancerigena. (AMBROSIO et al., 2015; OKUMA et al., 2015;
BABAEE et al., 2013).

O teor principios ativos extraidos de plantas medicinais pode variar em funcao
da temperatura, duracdo da extracdo e o tipo de solvente, além da influéncia dos
fatores ambientais como clima, solo, época de coleta e estagio de crescimento da
planta.

Figura 9 - Estruturas dos constituintes quimicos da Calendula officinalis, isoramnetina, cadinol,
geranilacetona, B — ionona-5,6-epoxido, calendoflavosideo e calendoflasideo.
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Fonte: Adaptado de VOLPATO, 2005.
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Na Figura 9 estdo alguns exemplos das estruturas dos constituintes quimicos
da Calendula officinalis planta pesquisada ha décadas. Devido a essas propriedades
e constituintes quimicos, a Calendula officinalis vem sendo utilizada e estudada na
biorreducéo para producédo de AgNPs, (CHIDAMBARAM et al., 2014; BAGHIZADEH
et al., 2015), e foi escolhida para a producao de AgNPs deste estudo.

Dentre os constituintes quimicos mais investigados da Calendula officinalis L,
devido sua importancia na farmacologia, estao:

e Carotenoides (a, B e y-caroteno), violaxantina, rubixantina, citroxantina,
flavocromo, flavoxantina, galenina, luteina, licopeno, valentiaxantina,
auroxantina, microxantina, 5,6 epoxicaroteno, B—zeacaroteno, mutatoxantina
e luteina epoxido. (ANDREEVA, 1961).

e Flavonoides, sendo os principais os flavonoides glicosidicos (MASTEROVA
1991), isoramnetina, isoquercitrina e quercitina (KOMISSARENKO, 1988) e
derivados flavbnicos como calendoflasideo, calendoflavosideo e
calendoflavobiosideo também foram isolados. (KOMISSARENKO, 1988).

e Oleo essencial apresenta principalmente os constituintes alcoois e lactonas
terpénicas, (GRACZA, 1986), mentona, isomentona, cariofileno, uma epoxide
e derivados cetbnicos, pedunculatina, a e 8- ionona, um derivado epdxido B-

ionona e dihidroactinidiolida.

2.5 DIODOS EMISSORES LUZ - LDE

A abreviatura LED vem do inglés, Light Emitting Diode, um tipo especial de
diodo semicondutor (juncdo P-N), a ligacdo P-N, consiste em dois lados distintos,
onde o lado P contém lacunas, falta de elétrons e o lado N contém excesso de
elétrons. Quando esta juncdo € polarizada ocorre o deslocamento das cargas de
uma lacuna para outra, promovendo a emissao de fétons, que quando € energizado
emite luz visivel, por isso LED (Diodo Emissor de Luz). Portanto o funcionamento do
LED se baseia na circulagao de cargas por meio da liberagéo de portadores livres na
estrutura dos cristais. O deslocamento de portadores de banda de conducgéo
provoca a liberacdo de energia, emissao de fétons, em forma de luz. (SKOOG,
2009).

Nos LEDs, a luz ndo € monocromética, como em um laser, mas consiste de

uma banda espectral relativamente estreita, € produzida pelas interacbes
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energéticas do elétron. O processo de emissao de luz pela aplicagdo de uma fonte
elétrica de energia é chamado eletroluminescéncia. Uma caracteristica importante
observada na radiacdo emitida pelos LEDs é que, em lugar de sua frequéncia ser
aleatéria, como no caso da lampada incandescente que se espalha pelo espectro,
ela tem uma frequéncia muito bem definida, que depende do tipo de material usado
no semicondutor. Os LEDs podem ser configurados para produzir comprimentos de
onda multiplos, podendo ser arranjados em larga escala, ndo produzindo calor.
(ALVES, 2011).

Os diodos LED sé&o encontrados com as mais diversas formas e dimensoes e
sao classificados em categorias: Indicativos, alto brilho e poténcia. A cor depende do
material que compde o semicondutor, que pode ser galio, arsénio, aluminio, fésforo,

indio e nitrogénio, proporcionando um amplo espectro de cores, (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas tipicas de LED

Material semicondutor Comprimento de Onda Cor visivel
(nm)

Galio/Arsénio 850-940 Infravermelho
Galio/Arsénio/Fésforo 630-660 Vermelho
Galio/Arsénio/Fésforo 605-620 Ambar
Géalio/Arsénio/Fosforo 585-595 Amarelo

(Nitreto)
Aluminio/Galio/Fosforo 550-570 Verde
Silicio 430-505 Azul
Galio/ indio/Nitreto 450 Branco

Fonte: Adaptado de Malvino, 2007.

Os LEDs nao podem ser ligados diretamente a rede elétrica, pois operam com
niveis de tensdo diferente do fornecido pela rede, sendo necessario montar um
circuito para que estes dispositivos funcionem adequadamente. Os LEDs

normalmente sao alimentados em correntes continuas, possuem tensdo de



42

condugéo baixa e diferentemente das lampadas fluorescentes ndo necessitam de
ignicdo. Os semicondutores sao dispositivos pequenos, eficientes e com excelente
iluminacéo. (PINTO et al., 2008).

As vantagens destes emissores sao: baixo consumo, alta resisténcia a
vibragdes e grande durabilidade, sendo frequentemente utilizados como a fonte de
luz de excitagdo em reacdes fotoquimicas de sintese de AgNPs. (LEE, 2014).

Ye e colaboradores em 2015, produziu AgQNPS com formatos dodecaédricas,
utilizando LEDs de comprimento 455 nm (azul). AgNPs esféricas (diametro 3 nm)
foram transformadas por meio de técnicas fotoquimicas, usando LEDs
superluminescentes e sendo obtidas nanoparticulas arredondadas (21 nm) com luz
azul e nanoparticulas decaédricas (78nm) com a luz verde. (CARDOSO et al., 2015).
Stamplecoskie e Scaiano, em 2010 expuseram as nanoparticulas esféricas a 5
diferentes LEDs (405, 455, 505, 627 e 720 nm) e obtiveram soluc¢des coloidais com
nanoparticulas de varias formas, entre elas nanoplacas, hastes e dodecaédricas.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver AgNPs utilizando a sintese verde, a partir de extrato aquoso de
flores de Caléndula officinalis com e sem exposi¢éo ao LED.
3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar o extrato aquoso das flores de Calendula officinalis obtido por meio

de infusédo e turbdlise no desenvolvimento das AgNPs;

e Avaliar a fotorredugcéo por trés diferentes cores de LEDs na producéo das
AgNPs;

e Investigar o potencial dos LEDs para otimizagdo da producdo das AgNPs e

sua interferéncia na morfologia das particulas formadas;

e Caracterizar as AgNPs formadas quanto ao tamanho, morfologia, carga de
superficie e disponibilidade de grupamentos quimicos por analise

espectroscopica;

e Comparar os resultados de obtencdo das rotas utilizadas, a partir dos dados

da caracterizacgao;

e Verificar a presenca de residuos o extrato aquoso das flores de Calendula
officinalis depositados na superficie das AgNPs, utlizando FTIR e

Espectroscopia de Raman;

e Investigar a estabilidade quanto ao tamanho e carga de superficie das AgNPs

produzidas;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LISTA DE EQUIPAMENTOS

Agitador magnético (SOLAB, modelo SL-91);

Balanca semi-analitica de prato unico (SHIMADZU, modelo UX420H);
Difatdmetro de raios X (RIGAZU, modelo Ultima IV, Téquio Japéo).
Espectrofotdmetro de auto-correlagdo a laser (MALVERN INSTRUMENTS,
modelo ZetaSizer Nano ZS 90);

Espectrofotbmetro UV-Vis (AGILENT TECHNOLOGIES, modelo Cary Win
50UV);

Espectrofotdmetro infravermelho com transformada de Fourier — FT-IR
(SHIMADZU, modelo IR Prestige 21, Japao);

Estufa (QUIMIS, modelo Q316M4);

Filtro 0,22 um ( KASVI, modelo K18-230);

Fita de LEDs RBG;

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50lon Coater);

Microscopio eletrbnico de varredura com emissdo de campo (TESCAN,
modelo Mira 3);

Papel filtro (QUALY, modelo DIN53.887);

Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21Gll);

4.2 REAGENTES

Agua purificada MILI-Q;

Nitrato de prata — (AgNQO3), (BIOTEC);

Acido cloridrico - (HCI), (BIOTEC);

Brometo de potassio grau espectroscopico, SIGMA-ALDRICH.



4.3 METODOS

O delineamento experimental esta apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Fluxograma da 12, 22 e 32 etapa dos experimentos realizados no estudo.
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4.3.1 Sintese das Nanoparticulas de Prata
4.3.1.1 Obtencao do material botanico

Foram utilizadas flores de Calendula officinalis, cultivadas na regido central de
Ponta Grossa, identificadas pela exsicata depositada no horto medicinal da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob o numero 21682. As coletas foram
realizadas durante todo o ano de 2015.

As flores coletadas foram selcionadas, lavadas em &gua deionizada,
depositada sobre papel, protegida da poeira e secas por 20 dias a temperatura

ambiente no laboratério de pesquisa.

4.3.1.2 Preparo do extrato aquoso das flores de Calendula officinalis
4.3.1.2.1 Extrato por infusao

Foi preparado um extrato aquoso das flores de Caléndula officinalis a 5%.
Para tanto foram pesados 5 g de flores e triturado em multiprocessador. Foram
entdo, adicionado 100 mL de agua deionizada, aquecida entre 60°C a 80°C. Esta
solucéo permaneceu em repouso por 30 minutos, e em seguida, foi filtrada em filtro

de papel.

4.3.1.2.2 Extrato por turbdlise (turbo-extracdo).

Para a preparacao do extrato aquoso das flores de Caléndula officinalis a 5%
por turbodlise, foram pesados 5 g de flores de Caléndula officinalis e colocados no
multiprocessador com 100 mL de &gua deionizada, por 5 minutos, para a obtencao

um liquido denso, filtrado em filtro de papel.

4.3.1.3 Preparo da solucao de nitrato de prata

Para a obtencdo da solucdo de AgNO3; a 1 mM, foram pesados 17 mg de
AgNO3 e diluidos em 100 mL de agua deionizada. A solucdo foi aquecida até
ebulicdo, para garantir a total solubilizacdo do sal de prata. Esta foi deixada em
repouso até esfriar. Apos, a solucéo foi mantida em temperatura ambiente.
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4.3.1.4 Obtencédo das AgNPs com extrato aquoso de flores de Caléndula officinalis a
5%.

As AgNPs foram obtidas através da adi¢do do extrato aquoso de flores de
Caléndula officinalis a 5%, obtido pelos processos de infuséo e turbélise em duas
proporcdes diferentes em relacdo ao AgNOg, de 1/10 e 1/20.

Em um erlenmeyer foram colocados 95 ou 100 mL da solucédo de AgNOsz e 5
oul0 mL do extrato aquoso das flores de Caléndula officinalis a 5%, (preparado por
infusdo ou turbdise), por gotejamento, a uma velocidade de 1 gota/s. As solucbes
foram mantidas sob agitacdo de 1000 rpm, resultando em quatro diferentes
amostras.

As amostras obtidas conforme descrito acima, foram mantidas sob agitacao
por diversos periodos de tempo (0 h, 2 h, 4h, 6 h, 24 h e 48 h), nos quais foram
avaliados os parametros: mudanca de cor, tamanho médio a partir de medidas de
didmetro hidrodindmico (DH), potencial Zeta (PZ) e absorbancia na faixa de
comprimento de onda de 400 a 500 nm no espectrofotometro de UV-Vis, para se
determinar as melhores condi¢des de sintese das AgNPs.

O pH das suspensdes de AgNPs foi verificado no inicio e ao final da sintese.
4.3.1.5 Sintese das AgNPs por fotorreducéo

Para a fotorreducédo das AgNPs foram confeccionados trés aparatos, com 10
cm de diametro por 15 cm de altura, nos quais foram fixadas uma fita de LED,
sistema RGB (Red, Green e blue), de forma circular por todo interior do aparato
(Figura 11).

4.3.1.5.1 Obtencao das AgNPs a partir da exposi¢cao da solugéo de AgNO3 aos LEDs

Uma solugéo de AgNOsa 1mM, 5mM ou 10mM foi colocada em recipiente de
vidro e posicionado dentro dos aparatos contendo o LED ficando exposta aos LEDs
de comprimento de onda de 455 nm (azul), 512 nm (verde) e 630 nm (vermelho). O
desenvolvimento da coloracéo, indicativo da formac&o das AgNPs foi acompanhado

em espectroscopia de UV-Vis.
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4.3.1.5.2 Obtencao das AgNPs a partir da reacdo de AgNO3; com 0 extrato aquoso

de Calendula officinalis 5% e com exposi¢ao aos LEDs.

As AgNPs obtidas a partir do extrato aquoso de flores de Caléndula officinalis
a 5%, preparado pelo processo de infusdo (AgNPE), foram selecionadas para dar

continuidade ao trabalho.

Figura 11 - Aparatos com a fita contendo pontos de LEDs RGB (Red, Green e Blue) de 1 W.

Fonte: A autora.

Logo apos a sua preparacdo as AgNPE foram expostas aos LEDs de
comprimento de onda de 455 nm (azul), 512 nm (verde) e 630 nm (vermelho).

As amostras preparadas desta forma foram denominadas; AQNPEB (AgNPs
obtidas pela reducdo da solucdo de AgNO; pelo extrato aquoso de Calendula
officinalis e exposicdo a LED azul); AQNPEG (AgNPs obtidas pela redugcédo da
solucdo de AgNOs pelo extrato aquoso de Calendula officinalis e exposicdo a LED
verde); AQNPER (AgNPs obtidas pela reducédo da solugédo de AgNO3 pelo extrato
aguoso de Calendula officinalis e exposicdo a LED vermelha).

Os tempos de exposicao aos LEDs, estipulados com base na literatura, foram
de 12h, 24h, 48h e 72h.
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4.3.2 Caracterizacao Morfoldgica e Fisico-Quimica das AgNPs
4.3.2.1 Diametro hidrodinamico, polidispersao e potencial zeta

As medidas foram realizadas no instrumento ZetaSizer Nano ZS 90. Para
cada analise, utilizou-se uma diluicdo das amostras em agua destilada na proporcao
de 1:20, angulo de espalhamento fixado em 173° e temperatura de 25°C; tempo de
equilibrio de 2 minutos; indice de refracdo para AgNPs de 1.390 e para solvente,

agua de 1.330; coeficiente de absorcao de 0,002 e viscosidade de 0,8872.

4.3.2.2 Espectroscopia de absorcado Optica na regido do Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

As andlises foram realizadas com espectrofotbmetro UV-Vis Varian modelo
Cary 50. Vérios espectros de absor¢cdo da solucdo coloidal em funcdo do tempo
foram obtidos, variando-se os comprimentos de onda entre 300 e 600 nm, utilizando
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. As amostras foram diluidas em uma

propor¢éo de 1/10 em agua destilada.

4.3.2.3 Espectroscopia de absorcado na regido do Infravermelho com tranformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
obtida por um espectrémetro Shimadzu modelo IR-Prestige. As amostras foram
liofilizadas e adicionadas em um gral de 4gata com 100 mg de KBr na proporcéo de
1:50. A mistura foi entdo, colocada em um acessorio préprio e comprimida em uma
prensa sob pressdo de 80 kN/cm? sob vacuo. Os espectros foram obtidos no modo
absorbancia no intervalo de 4000 — 400 cm™, usando 64 varreduras com resolucéo

1

de 4 cm , com laser He—Ne.

4.3.2.4 Difracao de Raios X

As medi¢Oes foram realizadas em um difratrbmetro da marca Rigaku (Ultima
IV). Para estas analises, as amostras foram liofilizadas. Os difratogramas séo do tipo
6 - 26 na geometria Bragg-Bretano. A fonte de raios X operou sob 40 kV e 30 mA
contra um alvo de cobre (radiagdo CuKa = 1,5418 A), com angulo inicial (26i) de 10°
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e angulo final (26f) de 60°. A velocidade de varredura continua utilizada foi de 1°/min

com passos de 0,02°.

4.3.2.5 Microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (FEG)

A morfologia e a avaliacdo da superficie das AgNPs foram feitas em
microscopio eletrénico de varredura. As amostras de cada solucdo coloidal foram
colocadas no suporte metélico para microscopia e secas em estufa a 36°C. Logo
apos as amostras passaram por processo de metalizagdo com ouro no metalizador
IC-50 Coater. Foi utilizado uma voltagem de aceleracédo de 15 kV para visualizacéo
das nanoparticulas, sendo o registro das imagens através da utilizacdo do software

MIRA'® 3, Tescan Orsay Holding, Repuplica Tcheca.

4.3.2.6 Determinacdo do diametro médio

O didametro médio foi determinado utilizando o programa ImageTool 2.0. As
imagens foram feitas pelo MEV-FEG. Foram medidas 100 nanoparticulas para cada

amostra. As contagens foram feitas em triplicata.

4.3.2.7 Espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

Para o EDS as amostras de extrato, AgQNPs sintetizadas somente com extrato
(AgNPE) e as nanoparticulas sintetizadas com extrato e exposicdo ao LED
(AgNPEB, AgNPEG e AgNPER) foram liofilizadas, depositadas em fita de carbono e
a realizacdo EDS aconteceu nas mesmas condi¢des ja citadas anteriormente para o
FEG.

4.3.2.8 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram registrados por um espectrometro Briker modelo
Senterra. Operando com laser (He-Ne) de excitacdo em 532 nm com potencia de 20
mW, em uma grade de 1200 linhas/mm (60-2700 cm™). O tempo de integracdo de
aquisicao foi de 10 s com 3 co-adi¢des usando uma objetiva com aumento de 100x e
com abertura 6ptica de 50 x 1000 um. As analises foram efetuadas nas amostras

depositadas e secas em laminula de vidro.
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4.3.2.9 Andlise da presenca de ions prata (Ag")

A identificacdo dos ions Ag® nas AgNPs foi realizada qualitativamente
colocando-se em um tubo de ensaio, 10 gotas da solucéo coloidal de AgNPE e 10
gotas de HCI 0,2 mol L™. O aparecimento de precipitado confirma a presenca de
fons Ag®. O teste foi realizado em triplicata.

4.3.2.10 Estudo da estabilidade através do diametro hidrodinamico, polidisperséo e

potencial Zeta

O estudo da estabilidade foi realizado avaliando as caracteristicas fisico-
quimicas das nanoparticulas ap6s 30 e 60 dias, realizando a analise do diametro
hidrodinamico, polidisperséo e potencial Zeta nas mesmas condi¢bes das analises
logo apdés a producao. Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando-se

o teste t de student no programa BioEstat 5.3, para diferencas significativas p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)
5.1.1 Obtencéo das AgNPs a Partir da Exposi¢cdo da Solugdo de AgNO3 aos LEDs

A exposicao do AgNO; aos LEDs de cor azul, verde e vermelho, n&o
resultaram em mudanca de cor no meio reacional, nem absorcdo no espectro de

UV-Vis, indicando que nédo ocorreu a formacéo das nanoparticulas.

5.1.2 Obtencdo das Nanoparticulas com Extrato Aquoso de Flores de Caléndula
officinalis a 5% (AgNPE)

A Calendula officinalis mostrou ser uma planta adequada para a sintese verde
de AgNPs. Os constituintes quimicos antioxidantes que se encontram presentes no
extrato aquoso foram eficazes na reducéo dos ifons Ag* para Ag° e, foi capaz,
também, de promover nucleagédo, crescimento e a formagao das AgNPs.

Um estudo preliminar foi realizado para determinar as propor¢cdes dos
reagentes e o tempo necessario para formacdo das AgNPs, baseado nos
parametros: diametro hidrodindmico (DH), polidispersdo (PDI), potencial zeta e
absorcao no espectro de UV-Vis entre 400 a 500 nm (Tabela 3).

O DH relaciona-se com o diametro das particulas em suspensédo pelo
espalhamento de luz devido ao movimento Browniano. Quando uma particula é
dispersa em um meio liquido, forma-se uma camada de solvatacdo em sua
superficie. O DH inclui essa camada de solvata¢cdo, o que faz com que esse dado
possa ser superestimado quando comparado, ao diametro obtido por meio de
técnicas de microscopia, que estimam o diametro das particulas secas.

O PDI se refere a variedade do tamanho da amostra relativo a sua
distribuicdo por intensidade (MALVERN, 2010). Esse valor varia de 0 a 1 e, quanto
menor, menos polidispersa e mais homogénea é a distribuicdo do tamanho da
amostra.

A carga de superficie das particulas determinada pelo potencial Zeta (PZ) de
refere-se a carga da bicamada elétrica que recobre a particula sendo um indicativo

da estabilidade coloidal, pois quanto maior o valor das cargas em moédulo, maior a
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repulsdo eletrostatica entre as particulas e menor o estado de agregacdo e a
probabilidade de floculac&o ou sedimentagéao.

O pH, a temperatura e concentracdo dos eletrdlitos da solucdo séao
parametros que podem influenciar nos valores esperados, por isso todas as medidas
foram tomadas nas mesmas condi¢des. O pH da solucéo foi de 5,5.

Verificou-se que os melhores resultados para a formacédo das AgNPs foram
alcancados quando se utilizou o extrato aquoso de Calendula officinalis obtido por
infusdo, na proporcdo de 1/20 em relacdo & solucdo de AgNOz a ImmolL™. Nessa
proporcdo observou-se os menores tamanhos de particula, baixa polidispersdo e
carga de superficie alta e negativa. Pode-se observar, também, que as amostras
obtidas com o infuso apresentaram absorcdo entre 400 a 500 nm no espectro de
UV-Vis.

Tabela 3 - Caracterizagdo das AgNPs obtidas por duas formas de extrato e dois diferentes volumes.

Tempo (h) DH (nm) PDI PZ (mV) UV-Vis
(400 a 500 nm)
2 58 0,306 -29.7 N/AL
4 51 0,490 -30,4 N/A
| 1:20 6 114 0,345 -28.1 N/A
N 24 86 0,388 27,2 A?
F 48 87 0,331 -28.3 A
LSJ 2 79 0511 212 N/A
1 4 111 0,351 -18,8 N/A
o 110 6 127 0,319 -26.,9 N/A
24 591 0,500 22,1 A
48 632 0,605 -26.,7 A
2 248 0,511 -30,3 N/A
T 4 249 0,416 -26,9 N/A
U 1:20 6 294 0,303 -26.,8 N/A
R 24 369 0,651 -19,7 N/A
B 48 812 0,724 -19.7 N/A
o) 2 336 0,373 -30,6 N/A
L 4 324 0,282 271 N/A
| 1:10 6 366 0,352 -29.6 N/A
S 24 394 0,351 -30,0 N/A
E 48 783 0,463 -32,4 N/A

Fonte: A autora
! N&o absorve no espectro Uv-vis entre 400 a 500 nm
% Absorve no espectro Uv-vis entre 400 a 500 nm
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No prepraro de AgNPs com o extrato da planta ocorreu a mudanga de cor do
amarelo claro para o marrom avermelhado, indicando a formacao das AgNPs.

O extrato aquoso de Calendula officinalis a 5% promoveu a reducédo dos ions
Ag" presentes no AgNOs, dando inicio & mudanca na coloragéo, intensificada com
no decorrer do tempo, demostrando o consumo total dos ions Ag™ e determinando a
nucleacdo e formacéo das (AgNPs), nas quais se encontra Ag®. Apds 48 horas, foi
observada a coloracdo marrom avermelhado indicando o final da reducéo. (Figura
12).

Esta mudanca de coloragdo ocorrida na obtencdo das AgNPs, pode ser
observada, também, no espectro de UV-Vis, uma técnica muito utilizada para
examinar a formacéo, controlar o tamanho e a forma das AgNPs em suspensdes
aguosas. (BINDHU e UMADEVI, 2015).

Figura 12 - Progressao da coloracdo no meio reacional (contendo 5mL de infuso 95mL de AgNO; 1

mM), no intervalo de 2 a 48 horas. 512 (2 horas), 514 (4 horas), 5I6 (6 horas), 5124 (24
horas) e 5148 (horas).

Fonte: A autora

Um dos fatores primordiais para identificar a formagcéo de AgNPs é absorcdo
no espectro visivel em aproximadamente 400 a 500 nm. Chidambaram e
colaboradores em 2014 e Baghizadeh e colaboradores em 2015 também utilizaram
uma infusdo de Calendula officinalis e obtiveram AgNPs que tiveram absorgcéo
maxima no comprimento de onda entre 440 a 460 nm.

O tamanho e a forma das AgNPs podem ser caracterizados pela
espectroscopia de absorcao optica na regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis).
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A absorcdo Optica de AgNPs no espectro de UV-Vis é denominado de
plasmon ressonante de superficie (PRS). A posicdo e a forma da absorcdo do
plasmon das AgNPs séo fortemente dependentes do tamanho de particula, do meio
dielétrico, e dos compostos adsorvidos na superficie. Os comprimentos de onda
ficam mais longos com o aumento do tamanho da particula.

Os espectros do UV-vis, (Figura 14), mostram que a solucdo de AgNOs3; a 1
mmolL™ ndo absorveu, enquanto o extrato aquoso de Caléndula officinalis a 5%,
absorveu proximo a 320 nm, o meio reacional em zero horas (AgNPE 0h)
apresentou uma absorcéo relativa aos grupos cromoforos do extrato, enquanto as

AgNPE 24h e 48 h apresentaram uma intensidade de absorbancia maxima em 450
nm.

Figura 13 - Espectro das AgNPs logo ap6s o gotejamento, depois de 4 horas e 48 horas.
AgNO; (cor preta); extrato aquoso de Calendula officinalis a 5 % (vermelho); espectro da
AgNPE no inicio da reducéo (azul); AQNPE apds 24 h (rosa); AQNPE apds 48h (verde).
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—— AgNO,
Extrato 5%
0.8 —— AgNPE Oh
——— AgNPE 24h
—— AgNPE 48h

0.6 1

0.4

Absorbancia (%)

0.2 1

0.0 \

T L T ¥ T * T % T ¥ T d
250 300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Fonte: A autora.

Esses resultados demostraram que a reducdo total dos ions Ag® ocorreu
quando a solugdo apresentou absorcdo maxima em 450 nm. Chidambaram, e
colaboradores em 2014, também encontraram resultados semelhantes, no qual
observaram a formacéo de AgNPs com extrato aquoso de Calendula officinalis com
absorcao entre 440 a 460 nm.

E importante salientar que houve a extingdo da banda de absor¢do em 320
nm, do extrato das flores de Calendula officinalis a 5%, indicativa da presenca dos
agentes redutores, comprovando a formacéo das AgQNPE. (BUTNARIU E CORADINI,

2012). Outra banda que se extigue com o passar do tempo de reacdo € a banda,
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(“ombro”), entre 350 a 400 nm, que indica os agregados de Ag’ ainda ndo bem
definidos com a forma de nanoparticulas. (BHUI et al., 2009).

Assim, considerando os parametros avaliados, o extrato aquoso de Calendula
officinalis obtido por infusdo, na razéo de 1:20 para o solugdo do AgNO3; 1 mmolL™,
foi selecionado para a sequéncia do trabalho de fotoredugdo com LED. As AgNPE
obtidas com tempo de reacdo de 48 horas foram avaliadas de forma comparativa
juntamente com AgNPs obtidas a partir da exposi¢cdo do meio reacional aos LEDs.

O tempo de reacdo necessario para a total reducdo dos fons Ag" a Ag’
também foi avaliado pela precipitacdo de ions Ag® no meio reacional pela adi¢éo de
acido cloridrico (HCL). (VOGEL, 1981). Os resultados desta reacdo podem ser
observados na Figura 13. A presenca de precipitado nos tubos contendo AgNO3 e
AgNPE resultante de 24 horas de reacdo, indica que ainda existem residuos de
prata e, portanto, que a reacdo nao foi totalmente finalizada neste periodo. Ja, no
tubo contendo AgNPE resultante de 48 horas de reacdo, ndo se observa mais o
precipitado, o que comprova a total reducdo dos ions Ag’ e formacdo das

nanoparticulas em 48 horas.

Figura 14 - Avaliacao da presenca de precipitacdo para avaliar a presenca dos ions Ag”

Fonte: A autora.

5.1.3 Obtencéo das AgNPs a Partir da Reagao do AgNO3; com o Extrato Aquoso de
Calendula officinalis a 5% e com Exposi¢éo aos LEDs

Foi possivel verificar a formacéo de AgNPs apés a exposicdo do meio
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reacional (AgNO3z com o extrato agquoso de Calendula officinalis 5%) aos LEDs das
diversas cores testadas: azul (AgNPEB), verde (AgNPEG) e vermelho (AgNPER). As
AgNPs obtidas apresentaram diferentes caracteristicas morfoldgicas e de superficie,

e espectroscopicas avaliadas.

5.1.3.1 Caracterizacdo das AgNPs obtidas com extrato aquoso de Calendula

officinalis 5%) e exposi¢éo aos LEDs

5.1.3.1.1 Diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersédo (PDI) e potencial
Zeta (PZ).

Na Tabela 4, estdo representados os valores de DH, PDI e PZ das AgNPs
(AgNPE, AgNPEB, AgNPEG e AgNPER). Verificou-se pelo DH que as AgNPE e
AgNPER apresentaram os menores tamanhos, de aproximadamente 90 nm,
podendo ser consideradas uma solucdo coloidal, uma vez que seu tamanho se
encontra abaixo de 100 nm. (SAADE, 2013).

Tabela 4 - Caracteristicas das AgNPs obtidas com extrato aquoso de Calendula officinalis 5%) e

exposicdo aos LEDs por 48 h. Didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidisperséo (PDI)
e potencial Zeta (PZ).

NANOPARTICULAS DH(hm)+xDP  PDI+DP  PZ(mV)+DP
AgNPE 89,56 + 16,94 0,583 +0,044 -22,23 +0,97
AgNPEB 175,43 +21,25 0,510+0,035 -17,33 +2,08
AgNPEG 138,11 +552 0,468 0,037 -21,00+ 1,44
AgNPER 88,62+6,02 0,530 +0,028 -22,86+ 1,48

Fonte: A autora
AgNPE - AgNPs obtidas pela reducdo da solucdo de AgNO; pelo extrato aguoso de Calendula
officinalis.
AgNPEB - AgNPs obtidas pela reducdo da solucdo de AgNO; pelo extrato aquoso de Calendula
officinalis e exposi¢éo a LED azul.
AgNPEG - AgNPs obtidas pela reducdo da solugcdo de AgNO; pelo extrato aquoso de Calendula
officinalis e exposicédo a LED verde.
AgNPER - AgNPs obtidas pela reducdo da solucdo de AgNO; pelo extrato aquoso de Calendula
officinalis e exposi¢éo a LED vermelha.
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Todas as AgNPs se apresentaram polidispersas. A AgNPEG apresentou o
menor desvio padrdao corroborando com menor PDI. O controle da distribuigéo e
uniformidade do tamanho nas sinteses de nanoparticulas metalicas em solugéo
aguosa com extrato de planta € um grande desafio, porque os agentes redutores
sdo as diversas biomoléculas do extrato vegetal, e cada uma interage com a prata
de maneira diferente.

As biomoléculas do extrato aquoso da Calendula officinalis também foram
responsaveis pelo PZ negativo das nanoparticulas, principalmente devido aos
grupamentos fendlicos com caréater levemente 4cidos, podendo ser responsavel pela
carga de superficie negativa das AgNPs.

5.1.3.1.2 Espectroscopia de absorcdo oOptica na regido do Ultravioleta Visivel (UV-
vis) das AgNPs obtidas com extrato aquoso de Calendula officinalis 5%) e

exposicao aos LEDs

As AgNPs expostas aos diferentes LEDs e por diferentes periodos de tempo,
apresentaram bandas distintas de absor¢ao no espectro de UV-vis.

No tempo zero ndo se observou absorcdo préxima a banda de 450 nm por
nenhuma das AgNPs testadas, (Figura 15).
Figura 15 - Espectro de UV-Vis das AgNPs expostas aos LEDs (AgNPEB, AgQNPEG, AgNPER) no

tempo zero.
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Fonte: A autora
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Apés 24 horas de exposicdo todas as AgNPs apresentaram bandas de
absorcao no espectro UV-Vis. As AgQNPEB apresentaram duas bandas de absorcéo
em 410 e 510 nm; as AgNPEG absorveram em 430 nm e a AQNPER em 440 nm,
(Figural®).

Uma banda de absor¢cdo em 510 nm da AgNPEB pode estar relacionada com
AgNPs anisotropicas (PAL et al.,, 2007). Ye e colaboradores em 2015 obtiveram
AgNPs decaédricas utilizando LED azul.

Figura 16 - Espectro de UV-Vis das AgNPs expostas aos LEDs (AgNPEB, AQNPEG, AgNPER), apos
24 horas.
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Fonte: A autora

Decorridas 48 horas de exposicao (Figura 17), as AQNPEB mantiveram uma
banda de absorcao em 410 nm, entretanto se observou um deslocamento de 510
nm para 560 nm, reforcando a presenca de anisotropia. As AQNPEG apresentaram
absorcdo em 410 nm, sofrendo, assim, um desvio na banda de absor¢céo em relagéao
as 24 horas de exposicdo, o que é indicativo da reducdo no tamanho das AQNPEG
formadas apds 48 horas. Devido as mudancas nas bandas de absorcéo observadas
no espectro de UV-Vis, pode-se postular, ainda, que as AgNPEB e AgNPEG
apresentaram alteracdes em suas formas. (STAMPLECOSKIE; SCAIANO, 2010). As
AgNPER né&o apresentaram alteracdo na banda de absorcdo e seu espectro
apresenta-se muito semelhante com os das AgNPE.

Apbs 72 h de exposicdo observou-se o aparecimento de um precipitado, que
inviabilizou a analise do espectro.
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Percebe-se que a aplicacdo dos LEDs alterou o perfil PRS nos espectros de
UV-Vis, sendo que as bandas sofreram alargamento e deslocamentos para
comprimento de onda menor. Em 2011, Khan e colaboradores descreveram que as
AgNPs de aproximadamente 30 nm absorveram entre 380 a 400nm. O achatamento
dos picos também estéd relacionado com a diminuicdo no tamanho das AgNPs,
indicando que a LED finaliza a reducéo, eliminando os aglomerados, como citado
por BHUI et al., em 2009.

Figura 17 - Espectro de UV-Vis das AgNPs expostas aos LEDs (AgNPEB, AgNPEG, AgNPER), apos
48 horas.
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Fonte: A autora.

5.1.3.1.3 Espectroscopia de absorgéo na regiao do infravermelho por transformada
de fourier (FT-IR)

Os espectros de absorcdo, emisséo e reflexdo no infravermelho de espécies
moleculares podem ser racionalizados assumindo-se que todos se originam de
numerosas variacdes de energia produzidas por transicdo de moléculas de um
estado de energia vibracional ou rotacional para outro. A absor¢cdo de radiagdo no
infravermelho é limitada principalmente a espécies moleculares com pequenas
diferencas de energia entre diversos estados vibracionais e rotacionais. (HOLLER;
SKOOG; CROUCH, 2009).

Os valores encontrados na Tabela 5 correspondem aos valores
encontrados na literatura para os grupos funcionais dos principais constituintes
guimicos da Calendula officinalis. Os grupos (O-H) sao provenientes dos fenois e

alcoois, presentes nos flavonoides, os quais aparecem na faixa de 3500 e 3200 no



61

espectro de FT-IR. Nos carotenoides encontramos 0s grupos ceténicos, ésteres e
acidos carboxilicos, representados pela vibragdo do (C=0). O estiramento do grupo
funcional cetdnicos (C=0) ligados aos anéis aromaticos dos flavonoides apresentam
esta faixa de valor de 1680 a 1620 cm™, para os flavonoides com dois anéis
aromaticos a banda em 1623 cm™ ¢é especifica. (PRETSCH; BUHLMANN;
AFFOLTER, 2009). Ja os terpenoides apresentam cadeias com insaturacao, por isso
os estiramento e deformacdo da dupla (C=C) em aproximadamente 1630 cm™. Os
valores aproximadamente em 1600 cm™ também podem estar relacionados com
estiramento da ligacdo (C—C) do anel aromatico. Aproximadamente em 1400 cm™
encontramos as vibracbes da carbonila dos &cidos carboxilicos e dos ésteres. Em
1060 cm™ a deformac&o do angular correspondem a da ligacdo (C-O) nos éteres. A
deformacdo da faixa de 900 a 650 cm™ relaciona-se com a banda dos

monosubstituintes e disubstituintes do anel aromatico.

Tabela 5 - Tabela de valores das vibragdes correspondentes aos grupos funcionais encontrados na

literatura.
Grupo Funcional Tipo de vibragéo Valores de literatura
cm™
O-H Estiramento 3500-3200
Deformacéao 1450-1200
C-H Estiramento 3000-2840
Deformacéao 1250-1230
C=0 Estiramento 1775-1705
C=0 Estiramento 1680-1620
C-O Deformacao 1420-1290
C-0-C Deformacao 1310-1000
C-C Deformacao 900-650

Fonte: Adaptada de PRETSCH, BUHLMANN e AFFOLTER, 2009; SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER,
F.X.; KIEMLE, D.J., 2006.

Com a espectroscopia na regido do infravermelho € possivel relacionar
grupos funcionais dos constituintes quimicos de compostos organicos, como extrato

de plantas; no entanto, outras técnicas de analise sdo importantes para confirmar a
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presenca do composto investigado. (CHIDAMBARAM et al., 2014). Neste estudo, a
espectroscopia de infravermelho foi utilizada para confirmar a presenca de
metabolitos do extrato aquoso de Calendula officinalis a 5% no recobrimento das
AgNPs.

Os (C-H) ligados ao grupo funcional epdxido apresentam estiramento em
1265. Em 1065 cm™ observou-se a deformac&o angular dos éteres (C-O-C). E os

valores de 923 e 821 cm™ correspondem substituintes de anel aromatico (C-C).

Figura 18 - Espectro de FT-IR do extrato aquoso de Calendula officinalis a 5 % m/V e namero de
ondas (cm'l) e transmitancia correspondentes aos grupos funcionais
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Fonte: A autora

Ao se comparar o0 espectro do extrato aquoso de flores de Calendula
officinalis 5% (Figura 18), aos espectros das AgNPs produzidas (Figura 19), foi
observada presenca das mesmas bandas. Entretanto, todas as AgNPs apresentam
uma banda de vibracdo em aproximadamente 1715 cm™ que corresponde
ciclohexanona. A ciclohexanona € proveniente da oxidacdo de um alcool durante a
reducdo da prata, principalmente pelo ciclohexanol, para formagdo das
nanoparticulas. A reacdo de oxireducdo também promoveu o aparecimento da
vibracdo em aproximadamente em 1390 cm™ correspondente da insaturacéo do
C=C de anel aromatico. (PRETSCH; BUHLMANN e AFFOLTER, 2009). O espectro
das AgNPE e o das AgNPER apresentaram o mesmo perfil.

Os deslocamentos dos numeros de onda também estdo relacionados com a

formacdo das AgNPs e com alteracdo dos estados vibracionais das moléculas,
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demonstrando que os metabdlicos secundarios (compostos fendlicos, terpenos e
alcaloides) do extrato utilizado reduziram a prata e ficaram aderidos nas estruturas.

O aumento da transmitancia do grupo funcional O-H nos espectros da AgNPs
indica o envolvimento dos O-H livres no processo de reducdo. Assim como
demonstrado por Anand e colaboradores em 2015, a presenca de diferentes grupos
funcionais na superficie da AgNPs ou a possivel encapsulagdo das biomoléculas
estdo envolvidas na estabilizacdo e aglomeracdo das AgNPs. A formacdo das
AgNPs resulta nas mudancas das estruturas moleculares e interacdo com os ions
prata. Esses resultados demostram que os componentes do extrato ficaram aderidos
nas AgNPs produzidas.

Figura 19 - Os espectros FT-IR do extrato de flores de Calendula officinalis e os espectros das
AgNPE, AgNPEB, AgNPEG E AgNPER respectivamente, apds 48 horas de exposi¢do
aos LEDs.
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Fonte: A Autora.

5.1.3.1.4 Difracao de Raios X

A difracdo é um fenémeno ondulatério, no qual uma onda sofre um desvio na
sua trajetOria ao atravessar um obstaculo cuja dimenséo seja da mesma ordem de
grandeza que a onda que o atravessa. Ao se incidir um feixe de raios X em uma
amostra desconhecida, este difrata, e a medida dos angulos de difracdo permite

determinar a distancia entre os atomos da amostra, e assim predizer a estrutura




64

cristalina do material, visto que a posicdo das linhas de difracdo é caracteristica de
cada substancia. A difragao de raio X tem por base a Lei de Bragg, pois a partir do
angulo difratado 26 e do comprimento de onda da radiagcédo incidida & possivel
calcular a distancia entre os atomos (d).
n = namero inteiro
nA = 2d sen6 A = comprimento de onda dos feixes de raio
d = distancia entre as camadas
0 = angulo de incidéncia
Pode-se estimar o tamanho da nanoparticula atraves:
D = didametro da particula
K=constante que depende da morfologia da
particula

D kA B = largura na metade da altura do pico de
~ Bcosb

difracdo de maior intensidade

A = comprimento de onda dos feixes de raio

0 = angulo de incidéncia

Essa técnica possibilta uma medida indireta do tamanho médio das
nanoparticulas pelo alargamento dos picos de difracdo causado pela diminui¢do no
tamanho dos objetos que difratam os raios X. (CALLISTER, 2005).

A técnica de DRX foi utilizada para a comprovacao da cristalinidade da prata
metdlica presente na AgNPs, adicionalmente também se observou um padrao de
difracdo tipico de estruturas cristalinas, um perfil de difracdo e seus planos

cristalograficos.

A prata possui uma estrutura cristalina cubica de face centrada, na qual é
possivel visualizar maior intensidade de difracdo nos planos (111), (200), (220),
(222) e (311). Através da analise das intensidades dos sinais nos planos identifica-
se a faceta predominante na estrutura da nanoparticula, ou seja, maior intensidade
no plano (200) indica a abundancia da faceta {100} e, assim, maior intensidade no
plano (220) ou (111) corresponde a maior percentual da faceta {110} ou {111},
respectivamente. (YALLAPPA et al.,2013; WYNN, 2012).

Na Figura 20 estdo apresentados os difratogramas do extrato aquoso
Calendula officinalis a 5%, das AQNPE, AQNPEB, AQNPEG e AgNPER.
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Filmes poliméricos foram investigados com difracdo de raios X em 1999 por
Fragala e colaboradores, para identificacdo de cristais de prata e apresentaram pico
mais intenso no plano (111) em (26= 38,1°), enquanto os picos menos intensos séo
no plano (200) em (26= 44,36°), (220) em (26= 64,17°) e (311) em (26= 77,54°),

todos sumarizando a presenca dos cristais de prata.

Ei

gura 20 - Difratogramas de raios X do extrato aquoso a 5% da Calendula officinalis e das AgNPs.
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O difratograma do extrato aquoso de Calendula officinalis ndo apresentou
planos de cristalinidade. J& os difratogramas das AgNPs pode ser observado um
padrdao de difracdo tipico de estruturas cristalinas da prata, com 0s seguintes
padrées de difragado de raios X, em aproximadamente entre 37°e 38°, de 44" e 46°,
64° e 65° e 76" e 77°, que correspondem aos planos cristalograficos (111), (200),
(220), (222) e (311), respectivamente, (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores dos angulos e planos cristalinos encontrados nos difratogramas das AgNPE,
AgNPEB e AgNPEG.

Nanoparticulas Angulo 26 Plano cristalino

37,82° (111)

AgNPE 46,23° (200)
64,35° (220)

76,58’ (311)

37,84° (111)

AgNPEB 46,25° (200)
64,34° (220)

76,82° (311)

37,92 (1112)

AgNPEG 44.23° (200)
64,65° (220)

77,38° (311)

37,80° (1112)

AgNPER 46,26° (200)
64,35° (220)

76,56° (311)

Fonte: A autora

Estes resultados apresentam-se similares aos relatados na literatura,
confirmando a presenca de prata metalica nas amostras de AgNPs. (SALLUM, 2014;
YANG et al., 2011).

E importante salientar que os picos de difragio correspondentes aos planos
(111), (200), (220) e (311) sdo marcantes para identificagdo da prata cristalina e que
eles se mantiveram presentes mesmo nas soluc¢des coloidais que permaneceram em
presenca das LEDs usada para transformagéo fotoquimica.

O difratograma das AgNPE se mostrou similar ao AQNPEG e AgNPER, com o

mesmo plano cristalino, enquanto a AgNPEB diferiu por apresentar um pico mais
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intenso no plano (111) porque suas nanoparticulas sdo maiores e seu formato nédo é
esférico e sim prismético, triangular e cubico. Na difracdo de raios X o arranjo
estrutural dos cristais pode determinar a variacdo nos planos e intensidade da
difracédo. (PAL et al., 2007; WILEY et al., 2005).

5.1.3.1.5 Microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG)

A microscopia eletronica de varredura é utilizada para avaliar a superficie,
forma e tamanho da nanoparticulas, complementando os resultados obtidos por
meio de outras técnicas de caracterizacao.

As nanoparticulas AgNPE e AgNPER apresentaram forma esférica. As
medidas foram realizadas somente nas nanoparticulas esféricas.

O tamanho das AgNPE medidas a partir das imagens do MEV-FEG foi menor
gue os obtidos por DH, o que pode ser justificado pela presenca de moleculas de
agua ao redor da nanopatrticula, na técnica empregada para o DH. As medidas feitas
nas micrografias do MEV-FEG tende a apresentar valores mais proximos do real
(ALBERNAZ, 2014).

Nas Figuras 21 e 22, podem ser observadas as micrografias das AgNPE e

AgNPER.
Figura 21 - Micrografia das AQNPE

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.71 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 46.0 kx Det: SE
View field: 3.01 pm | Date(m/d/y): 06/01/16 C - LABMU UEPG

Fonte: A autora.
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O diametro das particulas AQNPE e AgNPER ficou

na Figura 23.
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Rajasekar e colaboradores (2013) obteveram nanoparticulas por biorreducéo,
a partir do extrato aguoso de Andrographis paniculata, com caracteristicas similares
as encontradas neste trabalho.

As nanoparticulas expostas aos LEDs apresentaram variacbes em suas
formas, podendo-se observar nanoparticulas esféricas, cubicas, prismaticas,
octaédricas e retangulares, dependendo do comprimento de onda do LED utilizado.
Contudo as AgNPER, (Figura 23), apresentaram forma esférica e 0 mesmo tamanho
das AgNPE, indicando que a exposicdo ao LED vermelho n&o promoveu
modificacdo nas nanoparticulas. O formato esférico era esperado para ambas as
nanoparticulas (AgNPE e AgNPER), uma vez que apresentaram absorcdo proxima a
450nm no UV-Vis. Esses resultados corroboram com os espectros de UV-Vis e com 0s
difratogramas.

Na Figura 24, onde se encontram as imagens de MEV-FEG das AgNPEB,
observa-se a presenca de nanoparticulas esféricas, bem como nanoparticulas
anisotropicas, principalmente as hexagonais. A presenca deste formato justifica a o
deslocamento da banda de absorcdo mostrada no UV-Vis, de 510 para 560.
Resultados semelhantes foram relatados por Stamplecoskie e Scaiano, (2010), Pal;
Tak; Song, (2007).

Figura 24 - Micrografia das AQNPEB

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.92 mm

SEM MAG: 59.3 kx | Det: SE
View field: 2.33 pm ]Date(mldly): 01/24117 Performance in nanospace

Fonte: A autora.
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As AgNPEG mostraram formato quadrado e retangulares, como pode-se observar

na Figura 25.

Figura 25 - Micrografia das AQNPEG.

SEM HV: 15.0 kV ‘ WD: 9.93 mm |
SEM MAG: 60.9 kx ‘ Det: SE
View field: 2.27 pm | Date(m/dly): 01/24/17 Performance in nanospace

Fonte: A autora.

Ao analisar os espectros de UV-Vis, verificou-se que ocorreu uma diminuicdo
na absorbéncia na regido de 400 a 500 nm, porque houve a diminuicdo da
quantidade de nanoparticulas esféricas.

Lee e colaboradores em 2014 utilizando LED verde e temperatura obtiveram
particulas de outros formatos, quadradas, cubicas e truncadas. Com auxilio de
temperatura e utilizando o LED azul e verde, Cardoso e colaboradores em 2015,
também obtiveram nanoparticulas de varios formatos entre elas, cubicas e
octaédricas.

Ao se analisar a superficie das AgQNPE percebe-se que apresentaram uma
superficie de aspecto rugoso, enquanto as nanoparticulas que sofreram a acéo do
LED apresentaram uma superficie lisa. A rugosidade pode estar relacionada com
uma maior quantidade de residuos do extrato sobre a nanoparticulas. Outra hipotese
para a superficie mais lisa das nanoparticulas expostas ao LED e, a finalizacdo da
reducdo dos ions Ag® e nucleacdo das nanoparticulas que sofrem um rearranjo e

definicdo da forma apds a exposicédo ao LED.
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5.1.3.1.6 Espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

A EDS (Energy-Dispersive X-ray Spectrometry) € um acessorio essencial no
estudo de caracterizacdo microscépica de materiais. Quando o feixe de elétrons
incide sobre um material, os elétrons mais externos dos atomos e o0s ions
constituintes sédo excitados, mudando de niveis energéticos. Ao retornarem para sua
posicéo inicial, liberam a energia adquirida em comprimento de onda no espectro de
raios-X. Quando um elétron do feixe incide na amostra ele ioniza, retira elétrons, das
camadas inferiores (K, L ou M). Um elétron de uma camada superior desce para a
camada vazia emitindo uma energia caracteristica. (SCHNEIDER, 2014). Um
detector instalado na camara de vacuo do MEV mede a energia associada a esse
elétron. Como os elétrons de um determinado atomo possuem energias distintas, é
possivel, no ponto de incidéncia do feixe, determinar quais os elementos quimicos
estdo presentes naquele local.

Com o objetivo de identificar a distribuicdo dos elementos constituintes das
AgNPs foi realizada a analise por EDS em apenas duas na amostra de AgNPE e
uma amostra de nanoparticulas exposta ao LED azul (AgNPEB). A espectroscopia
EDS foi realizado somente nas AgQNPEB porque essa € que apresentou maiores
diferenca, quando analisado as das outras nanoparticulas.

Na Figura 26 pode ser visualizado o espectro EDS da AgNPE e na Figura 27
a do AgNPEB, que trazem informacfes sobre as amostras e seus constituintes mais

predominantes.

Figura 26 - Espectro por energia dispersiva mostrando o pico da presenca de Ag nas AgNPE.

: o Elemento %
2 0] 41,2
] K 21,45
Fe 1,31
] Ag 36,04
1l Total: 100

[TTTTTTIT I T T T T T T T TP T T T T T[T T [TTrrTTl
0 5 10 15 20 25 0 E3) KeV

Fonte: A autora
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O espectro discreto se deve a dispersdo da energia acontecer pelas
transicbes eletrbnicas nas camadas mais baixas da configuracdo eletronica dos
elementos quimicos presentes na amostra. Pode-se observar que as ambas as
amostras apresentaram pico da prata com uma porcentagem significante em relacéo
aos outros compostos. Coli em 2014, relatou que a prata se dispersa no inicio do
espectro e préximo a 3 KeV. (SARKAR et al., 2011).

Figura 27 - Espectro por energia dispersiva mostrando o pico da presenca de Ag ha AQNPEB

AgNPER
Elemento %
@) 33,75
Si 6,18
K 20,84
Ca 6,99
Fe 1,05
_ Ag 31,19
0 5 W 15 2 5 0 5Ky Total: 100

Fonte: A autora.

A presenca dos outros constituintes pode ser devido ao material organico do
extrato da planta, como o oxigénio, carbono e alguns metais, como o potassio (K),
Silicio (Si) e o Célcio (Ca).

5.1.3.1.7 Espectroscopia de Raman

A espectroscopia Raman pode ser utilizada na identificacdo de substéncias
organicas e farmacoldgicas, e as AgNPs podem intensificar o sinal da substancia em
analise. A espectroscopia de Raman é um método qualitativo e quantitativo na
identificacéo de diferentes substancias e suas estruturas. (PIETA, 2014). E também,
eficiente na identificagdo de moléculas em baixas concentracdes devido sua alta
sensibilidade, auxiliando na identificacdo de compostos organicos que estédo
aderidos as AgNPs. (SALLUM, 2014). Com a finalidade de confirmar o recobrimento
das AgNPs pelo extrato aquoso das flores de Calendula officinalis (AgNPE) e avaliar
a presenca da AgNPs na amostra foi realizado o Raman.

Na Figura 28 o espectro Raman do extrato de Calendula officinalis 5% e das

nanoparticulas.
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Figura 28 - Espectro de Raman do extrato aquoso de flor de Calendula officinalis a 5%, das AgNPE e
das nanparticulas expostas ao LEDs.
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Fonte: A Autora.

O espectro em vermelho apresenta o espectro Raman do extrato de
Calendula officinalis 5%. Observa-se, nesse caso, uma forte fluorescéncia, o que
dificulta grandemente a obtencdo de um espectro vibracional de qualidade e
distincdo entre as bandas. Os dados foram normatizados para melhor visualizacéo e
comparacao dos resultados. Em condi¢éo de ressonancia com a radiagéo excitante
de 514,5 nm do aparelho nas solucdes coloidais de AgNPs o espalhamento Raman
torna-se mais intenso que a fluorescéncia e a observagédo dos espectros vibracionais
das solucdes tornam-se possivel, como apresentado no espectro verde que
corresponde a AgNPEO espectro azul escuro e o azul claro apresentam o0s
espectros Raman da AgNPEB e AgNPEG, respectivamente, nas quais houve uma
maior intensificacdo do efeito raman ressonante.

Nos espectros da AgNPEB e AgNPEG os picos nédo apresentaram-se bem
definidos como nas AgNPE, pois ocorre uma sobreposi¢cdo dos picos promovendo
um alargamento, dificultando a separacao e disticdo das vibragbes correspondentes
aos grupos funcionais. E no espectro vermelho sdo observadas as AQNPER, no qual

também houve sobreposicéo dos picos, porém suas intensidades foram menores.
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No espectro AgNPE a intensidade foi mais baixa quando comparadas com as
AgNPEB e AgNPEG, mas apresentou picos mais definidos que podem estar
relacionadas com as vibracGes das principais funcfes organicas presentes no
extrato aquoso da Calendula officinalis®. Os fenois, por exemplo, podem apresentar
deslocamento em aproximadamente 1600 cm™ e outro entre 1200 e 1400 cm™. No
espectro da AgNPE, no qual os picos estdo mais definidos, observou-se 0s picos
préximos os da literatura como 1314 e 1360 cm™ e outro em 1570 cm™. As cetonas
podem apresentar deslocamentos raman em aproximadamente 1400 cm™ e um pico
intenso em aproximadamente 1570 cm™, mas especificamente do grupamento
cetbnico ligado diretamente no anel, como no caso da hexacetona. Ja os epdxidos
apresentam uma alta intensidade no deslocamento de raman préximo a 1300 cm™.

A intensidade do espalhamento da luz de raman pode relacionar-se
diretamente com o formato e tamanho da AgNPs, pois nas particulas quadradas,
prismaticas e outros formatos, apresentam plasmon ressonante de superficies
diferentes das AgNPs esféricas. (STAMPLECOSKIE; SCAIANO, 2012).

Nas solucbes das AgNPEB e AgNPEG, além das nanoparticulas esféricas
encontram-se as nanoparticulas triangulares, quadradas e retangulares, que séo
nanoparticulas maiores. Portanto quando adquirem estes formatos ndo esféricos, a
conformacao das moléculas ao seu redor € alterada, podendo ocasionar a mudanca
nos estados vibracionais e aumento da intensidade do espalhamento da luz de
raman. Dessa maneira tem-se o chamado efeito Surface Enhanced Resonance
Raman Scattering (SERS), promovido pelas AgNPs.

As AgNPs sédo muito utilizadas para aumentar o efeito SERS, assim como
podem ter aumentado a intensidade das Vvibragbes correspondentes das

biomoléculas do extrato.

5.1.3.1.8 Estudo da estabilidade

Para o estudo da estabilidade foram avaliadas as caracteristicas fisico-
quimicas das AgNPs apos 30 e 60 dias, nas mesmas condicbes das analises
realizadas anteriormente para formacédo das AgNPs. Na tabela 7 encontram-se 0s

valores do DH, PDI e PZ das nanoparticulas apés 30 dias de armazenamento. Pode-

!  SPECTRAL DATABASE FOR ORGANIC COMPOUNDS-SDBS. Disponivel em
http://sdbs.db.aist.go.jp. Acesso em 14/11/2016.
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se verificar que ocorreu um aumento no tamanho, mais pronunciado nas AgNPEB,
AgNPEG e AgNPER. Isso pode ter sido ocasionado pela exposi¢cdo destas
nanoparticulas ao LED e degradacédo dos constituintes do extrato aquoso de flores
de Calendula officinalis a 5% que recobre as nanoparticulas, levando a uma maior

instabilidade as nanoparticulas.

Tabela 7 - Caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs obtidas pela reducao da solucdo do AgNO; pelo
extrato 5% e pelos LEDs ap6s 30 e 60 dias.

NANOPARTICULAS DH(nm)+DP  PDI+DP  PZ(mV)zxDP

AgNPE 105,42 + 14,19 0,511 +0,150 -20,03 +1,38

30 AgNPEB 246,01 + 26,25 0,463 +0,046 -16,01 +4,08
Dias

AgNPEG 201,10+ 2152 0,487 +0,102 -21,40+1,44

AgNPER 103,35+ 18,63 0,445+ 0,257 -20,96+0,77

AgNPE 107,96 + 12,20 0,503 +0,121 -17,46+ 3,75

60 AgNPEB 237,70+ 23,30 0,570+0,205 -17,10+0,84
Dias

AgNPEG 211,00 + 26,00 0,453 + 0,050 -19,2+2.80

AgNPER 108,62+2,60 0,611+0,014 -18,5+0,707

Fonte: A autora.

Os valores encontrados apés 60 dias mostram que nao houve diferencas em
relacdo aos resultados encontrados apos 30 dias.

Considerando que as nanoparticulas somente contam com os metabdlitos da
flor de Calendula officinalis para estabilidade, essas tiveram um aumento do DH,
mas que estatisticamente ndo significativo (p > 0,05) para as AgNPE, porém para as
AgNPEB, AgNPEG e AgNPER os resultados tiveram diferengas significativas ( p <
0,05). O PDI e 0 PZ nao apresentaram diferencas significativas (p > 0,05).

Os LEDs apresentaram diferentes a¢cdes no meio reacional e na obtencao da
AgNPs, cada LED possue um comprimento de onda, o azul (455 nm), o verde ( 512

nm) e vermelho (630 nm), e assim diferentes energias. Os LEDs azul e verde
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alteraram as formas das AgNPs, sendo que os formatos presente na solugéo das
AgNPEB foram diferentes dos formatos da solucdo de AgNPEG, enquanto as
AgNPEB apresentaram hexagonais e prismaticas, as AgNPEG retangulares e
quadradas. A energia do LED vermelho é a mais baixa, ndo sendo o suficiente para
mudar a forma das AgNPs. As alteragbes nas formas das AgNPs determinaram
diferentes intensidades de absorbancias nos espectros de UV-Vis, o espectro da
AgNPE e AgNPER foram semelhantes, porque essas se mantiveram esféricas. Os
difratogramas das AgNPE e AgNPER também apresentaram os mesmos picos de
intensidades. O LED vermelho pode ser utilizado para diminuir o tempo de producéo
das AgNPs.

As AgNPs apresentam um grande potencial de aplicacdo na area médica.
Tendo em vista que foram determinadas as condicdbes de obtencdo e as
caracteristicas das AgNPs com extrato aguoso de Calendula offininalis sem e com
exposicdo aos LED, considera-se que testes de acao biolégica que determinem a

acao destas particulas nas suas diferentes formas podem ser realizados.
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6 CONCLUSAO

O extrato aquoso obtido pela infusédo das flores da Calendula officinalis a 5 %
foi uma excelente op¢éo para a sintese verde de AgNPs, visto que promoveu a total
conversdo dos fons Ag* em Ag° em 48 horas formando, AgNPs com diametro médio
de 35 nm, que apresentaram estabilidade no periodo de 60 dias em que foram
avaliadas.

N&o foi possivel a obtencdo de AgNPs a partir da irradiagdo da solucéo de
AgNO; por LEDs de diversos comprimentos de onda, quando utilizados
isoladamente. Entretanto, a aplicacdo dos LED associado ao extrato aquoso de
Calendula officinalis apresentou efeito fotoquimico, demonstrado na formacéo de
AgNPs de diferentes formas, dependentes do comprimento de onda do LED
aplicado.

As AgNPs expostas ao LED azul e ao LED verde apresentaram anisotropia,
formando nanoparticulas geométricas, hexagonais, prismaticas, quadradas e
retangulares, enquanto as AgNPs que receberam a acdo do LED vermelho, se
apresentaram esféricas, semelhante as AgNPs obtidas com o infuso, sem exposicao
ao LED.

Todas as AgNPs formadas apresentaram residuos dos componentes do
extrato aquoso de Calendula officinalis, indicando que esses componentes aderem a
superficie das AgNPs.

O processo de sintese apresentou uma alta reprodutibilidade e est4 de acordo
com o0s principios da sintese verde, apresentando-se como uma alternativa
sustentavel, amiga da natureza, de baixo custo e seguindo 0s preceitos da

nanobiotecnologia.
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